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(CC). Za ovrednotenje pomena identificiranih različic nukleotidnega zaporedja pri 
nastanku eritrocitoze so potrebne nadaljnje raziskave. 
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AB Familial erythrocytosis is a rare congenital  disorder  with  heterogenous  genetic 
background, defined by increased red blood cel number, elevated haematocrit and 
haemoglobin in  blood. Hypoxia-inducible factors alpha (HIFA) activate 
transcription of target genes in low-oxygen conditions and consequently upregulate 
red  blood cel  production.  Sequence  variants in  gene for  one  of three  HIFA 
isoforms, endothelial  PAS  domain  protein  1 (EPAS1), lead to the  development  of 
familial erythrocytosis type 4. In colaboration with the Specialized haematological 
laboratory  of the  Clinical  department  of  haematology,  University  Medical  Centre 
Ljubljana, we established diagnostic test for identification of EPAS1 gene variants 
associated  with erythrocytosis. We  optimized  PCR reaction for amplifiqation and 
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method. Newly developed diagnostic method was used to analyse samples of four 
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development of erythrocytosis, additional research is needed in the future. 
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EPO   eritropoietin 
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FIH-1   faktor inhibicije HIF-1 (ang. factor inhibiting HIF-1; uradno ime HIF1AN) 
Hb   hemoglobin 
HBB   hemoglobin beta  
HBA1   hemoglobin alfa 1 
HBA2   hemoglobin alfa 2 
HGNC   podatkovna zbirka HUGO Gene Nomenclature Commitee 
HGVS   Human Genome Variation Society 
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HRE   od hipoksije odzivni element (ang. hypoxia responsive element) 
Ht   hematokrit 
G   gvanin (dušikova baza v nukleotidih) 
g   gram, tudi gravitacijski pospešek 
ID   identifikacijska številka 
IE   idiopatična eritrocitoza 
JAK2   janus kinaza 2 
Kbp   kilo bazni par oziroma 1000 bp 
KME   Komisija za medicinsko etiko 
LZIP   regija levcinske zadrge (ang. Leucine zipper motif) 
MgCl2   magnezijev klorid 
min   minuta 
ml   mililiter 
mM   milimol 
mRNA   informacijska RNA 
ng   nanogram 
NGS   sekvenciranje naslednje generacije (ang. Next generation sequencing) 
N-TAD N-končna transaktivacijska domena(ang. N-terminal transactivation 
domain) 
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OMIM   katalog človeških genov in genetskih bolezni (ang. Online Mendelian 
Inheritance in Man) 
PAC   s PAS povezana C-končna domena 
PAS   domena Per-ARNT-Sim  
PB   vezavni pufer v kompletu regentov za čiščenje produktov PCR 
PCR   verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction) 
PE   pufer za spiranje v kompletu regentov za čiščenje produktov PCR 
PHD2   prolil hidroksilaza 2 (ang. HIF prolyl hydroxlase 2; uradno ime EGLN1) 
PV   policitemija vera 
RKC   rdeče krvne celice 
RNA   ribonukleinska kislina 
rs   referenčna številka SNP (ang. reference SNP ID number) 
s   sekunda 
SHL   Specializirani hematološki laboratorij 
SNP   polimorfizem posameznega nukleotida (ang. single nucleotide 
polymorphism) 
TBE   Tris-Borat-EDTA 
TEMED  Tetrametiletilen diamin 
Tm   temperatura taljenja ZO (ang. melting temperature) 
Ub   protein ubikvitin 
UKC   Univerzitetni klinični center 
V   enota volt 
VCAM1  žilnocelična adhezijska molekula 1 (ang. vascular cel adhesion molecule)  
VEGF   rastni dejavnik za žilni endotelij (ang. vascular endothelial growth factor) 
VHL   tumor-supresorski protein von Hippel-Lindau 
WT   divji tip (ang. wild type) 
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SLOVARČEK 
 
alel    alternativna oblika gena (zaporedja DNA) na določenem mestu na 
kromosomu 
 
angiogeneza nastanek novih krvnih žil iz že obstoječih žil 
 
nočna apneja  prekinitev dihanja med spanjem 
 
apoptoza   programirana celična smrt, ki je gensko kontrolirana 
 
diferenciacija proces specializacije celic 
 
dispneja   oteženo dihanje 
 
ekson    kodirajoči del gena (zaporedja DNA), ki se prevede v aminokisline 
 
endotelne celice celice v notranji steni krvnih žil 
 
eritropoeza  proces zorenja rdečih krvnih celic (eritrocitov) 
 
feokromocitom nenevaren (benigen) tumor sredice nadledvične žleze 
 
glia celice   pomožne celice v centralnem živčevju 
 
hepatociti  jetrne parenhimske celice 
 
heterodimerizacija povezava dveh različnih podenot proteina v dimer 
 
hipoksija   nizka koncentracija kisika (<1%) 
 
intron    nekodirajoči del gena (zaporedja DNA), ki se pri prepisovanju v 
aminokisline odstrani 
 
normoksija  normalna koncentracija kisika (21%) 
 
paragangliom novotvorba iz tkiva paraganglijev (skupki neživčnih celic) 
 
parasimpatično del avtonomnega živčevja, ki uravnava telesne procese povezane z  
živčevje   ohranjanjem energije v stanju mirovanja telesa 
 
pljučna    povišan krvni tlak v pljučnih arterijah 
hipertenzija  
 
pnevmociti tipa II. alveolne epitelijske celice 
 
XV 
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podociti   epitelijske celice v Bowmanovi ovojnici na zunanjem površju kapilar 
v ledvičnih glomerulih 
 
polimeraza DNA encim, ki katalizira sintezo verige DNA komplementarno matični 
verigi 
 
proliferacija  proces delitve celice 
 
sekvenciranje določanje zaporedja DNA 
 
simpatično živčevje del avtonomnega živčevja, ki nadzoruje večino notranjih organov 
 
transaktivacija aktivacija transkripcije (prepisovanja) zaporedja DNA 
 
transkripcija prepisovanje zaporedja DNA 
 
transkriptom  nabor molekul RNA, ki jih proizvede ena celica, populacija celic ali 
celotni organizem 
 
tromboza   tvorba krvnih strdkov 
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1 UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Eritrocitoza je  bolezensko stanje,  pri  katerem  pride  do  povišanega števila eritrocitov ter 
hemoglobina (Hb) in hematokrita (Ht) v krvi. Umrljivost bolnikov z eritrocitozo je večja 
kot  pri splošni  populaciji,  glavni  vzrok  pa  predstavljajo trombotični zapleti zaradi 
povečane  viskoznosti  krvi. Družinska eritrocitoza (DE) je redka  oblika  prirojene 
eritrocitoze,  ki se  pojavlja  v  družini in je  dedno pogojena (Lee in  Percy,  2011; Mlakar, 
2008). Vzrok za  družinsko eritrocitozo so lahko različice zaporedja  deoksiribonukleinske 
kisline (DNA) v številnih genih, ki sodelujejo pri nastanku eritrocitov. Mednje sodijo tudi s 
hipoksijo inducirani transkripcijski  dejavniki alfa (HIFA; ang. hypoxia iducible factor 
alpha), izoforme HIF1A, endotelijska PAS domena 1 (EPAS1; imenovana tudi HIF2A) in 
HIF3A. Zaradi  heterogenega  genetskega  ozadja  ostaja pri  večini bolnikov (~70%) s 
kliničnimi znaki eritrocitoze  vzrok bolezni neznan, bolnikom pa je  postavljena  diagnoza 
eritrocitoze z  neznanim  vzrokom  oziroma idiopatične eritrocitoze (IE) (Camps in sod., 
2016). Posledično so  potrebne  nadaljne študije  genetskih  vzrokov za  pojav te  bolezni ter 
dopolnitev diagnostičnih postopkov za opredelitev DE v kliničnih preiskavah.  
 
V Sloveniji pregled bolnikov s povišanim Ht in povečano vsebnostjo eritrocitov vključuje 
diagnostični test za identifikacijo različic zaporedja DNA v genu Janus kinaza 2 (JAK2), ki 
so  vzrok  primarne  pridobljene eritrocitoze, imenovane tudi  policitimija  vera (PV). Sledi 
preiskava  na različne sekundarne pridobljene vzroke za  povečano raven eritrocitov. Pri 
bolnikih, pri katerih ovržejo sum na PV in imajo negativen rezultat preiskav  pridobljenih 
vzrokov, ostaja  vzrok eritrocitoze  neznan (Mlakar,  2008). Z  namenom identifikacije 
vzrokov pri bolnikih z JAK2-negativno eritrocitozo, so trenutno v procesu vključevanja v 
diagnostične  postopke za  DE, testi za  ugotavljanje različic zaporedja  DNA  v  genih za 
eritropietin (EPO) (Prijatelj,  2017), eritropoietinski receptor (EPOR) (Mencin in sod., 
2017) in tumor-supresorski protein von Hippel-Lindau (VHL) (Mencin, 2017). V načrtu pa 
je razširitev diagnostičnih postopkov za DE tudi na druge gene, ki imajo pomemben vpliv 
na uravnavanje nastajanja eritrocitov, med katerimi je tudi gen EPAS1.  
 
1.2 NAMEN IN CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
 
Glavni namen magistrske naloge je bil razvoj diagnostičnega testa za identifikacijo različic 
zaporedja  v  genu EPAS1. Za  klinično analizo  gena EPAS1 smo se  odločili  na  podlagi 
pregleda objav, saj je izmed treh izoform, z družinsko eritrocitozo najbolj povezana oblika 
EPAS1, različice zaporedja  DNA  v tem  genu  pa so tudi  opredeljene  kot  vzročne za 
družinsko eritrocitozo tipa 4 (ang. Familial Erythrocytosis Type 4 –ECYT4). Analizo smo 
izvedli  na vzorcih DNA iz  krvi bolnikov in  kontrol,  v sodelovanju s Specializiranim 
hematološkim laboratoratorijem (SHL) Kliničnega oddelka za hematologijo, Univerzitetni 
klinični center (UKC) Ljubljana. Za  optimizacijo  metode  PCR smo  uporabili  preizkusne 
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vzorce DNA (izolirane iz zdravih  oseb) in razvili diagnostični test za  genetsko analizo 
gena EPAS1. Z novo razvito metodo smo kasneje analizirali vzorce bolnikov z idiopatično 
eritrocitozo ter vzorce zdravih preiskovancev kontrolne skupine. 
 
Opisani namen magistrske naloge lahko strnemo v naslednje cilje: 
 
• S  pregledom literature in  podatkovnih zbirk, zbrati vse do sedaj znane različice 
zaporedja  DNA  v genih HIF1A, EPAS1 in HIF3A, povezanih z eritrocitozo ter 
prikazati lokacije le-teh na DNA in aminokislinskem zaporedju. 
 
• Glede na lokacije različic zaporedja DNA, izbrati kandidatne regije gena EPAS1 za 
umestitev v diagnostični test. 
 
• Razviti diagnostični test za identifikacijo različic zaporedja v genu EPAS1. 
 
• Preveriti učinkovitost kompleta reagentov za PCR, Phusion Blood Direct PCR ter 
ga primerjati s kompletom reagentom za PCR, KAPA HiFi.  
 
• Identificirati različice zaporedja v  genu EPAS1 pri  bolnikih z idiopatično 
eritrocitozo, s pomočjo novo razvite diagnostične metode ter opredeliti potencialen 
vpliv različic na funkcijo gena. 
  
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
V okviru magistrske naloge smo preizkusili naslednje hipoteze: 
 
1. Različice zaporedja DNA, povezane z eritrocitozo, se nahajajo znotraj regulatornih 
mest, ki imajo vpliv na funkcijo proteina HIFA. 
 
2. Na osnovi genetske variabilnosti gena EPAS1 je možno razviti nov diagnostični test 
za opredelitev družinske eritrocitoze. 
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2.1.1 Eritrociti  
 
Eritrociti (rdeče krvne celice, RKC) so najbolj številčne celice v krvi in zasedejo približno 
polovico  volumna  krvi (Lee in  Percy,  2011). V  povprečju  v človeškem telesu  vsako 
sekundo nastane 2.4 milijona novih eritrocitov (Bento in sod., 2015). 
 
2.1.1.1 Vloga eritrocitov – prenos kisika 
 
Številčnost eritrocitov  v  krvi  nakazuje na  njihovo  pomembno vlogo v telesu.  Primarna 
naloga eritrocitov je  prenos  kisika iz  pljuč  v  ostale  predele telesa.  Pri transportu kisika 
imata  pomembno  vlogo  dva  proteina,  ki se  nahajata  v eritrocitih – hemoglobin (Hb) in 
encim  bifosfoglicerat  mutaza (BPGM). Hb je  glavni  prenašalec  kisika.  Kisik se  veže  na 
molekule železa znotraj Hb ter se sprosti v tarčnih tkivih. Pri tem pride do konformacijskih 
sprememb  v Hb ter  posledično  deoksigenacije.  BPGM je encim,  ki  proizvaja  2,3-
bifosfoglicerat (BPG), ta  pa  vpliva  na zmanjšanje afinitete Hb do  kisika ter s tem 
pripomore k sprostitvi kisika v tkivih (Lee in Percy, 2011). 
 
2.1.1.2 Nastanek in zorenje eritrocitov (eritropoeza) 
 
Telo  mora imeti  v krvi  vedno  ustrezno  koncentracijo eritrocitov.  Nizka  koncentracija 
eritrocitov povzroči nizko preskrbo s kisikom, kar vpliva na nezadosten metabolizem celic. 
Nasprotno, prevelike koncentracije eritrocitov vplivajo na višjo viskoznost krvi, kar lahko 
privede  do tromboze. Glavni regulator  produkcije eritrocitov je  hormon eritropoietin 
(EPO), ki ga izločajo jetrne in ledvične celice. Pri zadostni preskrbi telesa s kisikom, EPO 
kroži  po  krvnem  obtoku  v  majhnih  koncentracijah,  medtem  ko se  v primeru  nizke 
koncentracije kisika (približno  1% ) v telesu,  v t.i.  hipoksiji, prepisovanje (transkripcija) 
gena EPO poviša.  Protein  EPO se izloči iz ledvičnih in jetrnih celic ter se veže  na 
eritropoietinski receptor (EPOR),  ki je prisoten  na izvornih celicah eritrocitov  v  kostnem 
mozgu. Vezava  povzroči aktivacijo proteina JAK2,  ki sproži signalno  pot inhibicije 
apoptoze ter proliferacijo in  diferenciacijo izvornih celic eritrocitov.  Posledično  pride  do 
povečanja števila eritrocitov, ki izboljšajo transporta  kisika  po telesu. Ponovna 
normalizacija koncentracije kisika deluje kot negativna regulatorna zanka – zniža se raven 
izražanja  proteina  EPO, število eritrocitov  pa se stabilizira  na  ustrezno  koncentracijo, 
potrebno za normalno delovanje funkcij v telesu (Slika 1) (Lee in Percy, 2011; Lorenzo in 
sod.,  2013; McMulin,  2016; Mlakar,  2008; Percy in sod.,  2012; Perota in sod.,  2013; 
Rankin in sod., 2007; Semenza, 2009). Pri odraslih eritropoeza normalno poteka v rdečem 
kostnem  mozgu,  kot  odgovor  na stresne situacije (npr. anemija, presaditev kostnega 
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(Bento in sod.,  2014). Eritrocitoza je  prisotna  kadar je število eritrocitov  povečano na 
125% normalnega števila, značilnega za določeno telesno težo in spol, oziroma kadar sta 
povišana Ht (nad 0,52 pri moških in nad 0,48 pri ženskah) in Hb (nad 18,5 g/dl pri moških 
in 16,5 g/dl pri ženskah) (Bento in sod., 2015) Referenčni vrednosti Ht sta 0,45±0,05 pri 
moških in 0,41±0,05 pri ženskah (McMulin, 2016). Normalne vrednosti Hb so med 13 in 
17g/dl pri moških ter med 12 in15 g/dl pri ženskah (Osei-Bimpong in sod., 2012). 
 
Znaki eritrocitoze so  nespecifični, zato je eritrocitoza  pogosto  odkrita  naključno,  pri 
preiskavi krvi zaradi suma na kakšno drugo bolezen. Skupaj z visokim Hb in Ht v krvi, se 
pri bolnikih pojavljajo glavoboli,  vrtoglavica, srbečica,  krvavenje iz  nosu,  dispneja,  
povečana rdečica obraza, pordele oči in dlani. Sčasoma lahko pri nekaterih bolnikih, zaradi 
povišanega Ht in s tem povišane viskoznosti krvi, pride do tromboze. Pri velikem deležu 
bolnikov z eritrocitozo se pojavi tudi pljučna hipertenzija, kot posledica povišane vsebnosti 
proteina endotelina-1 (ET-1), ki vpliva na krčenje žil in dvig krvnega tlaka (Bento in sod., 
2015). 
 
Ker  ni smernic zdravljenja, je  potrebno  vsakega bolnika obravnavati individualno. 
Zdravljenje je odvisno od vzroka bolezni, simptomov in zgodovine bolezni. V glavnem se 
uporabljata  dve  metodi: jemanje  nizkih  odmerkov zdravila aspirin ter venepunkcija. Pri 
obeh  metodah je cilj  nižanje ravni Ht ter s tem zmanjševanje  nevarnosti za trombozo 
(Bento in sod., 2015). 
 
2.1.3 Klasifikacija eritrocitoze 
 
Eritrocitoze razdelimo na primarne in sekundarne, ki imajo lahko prirojene ali pridobljene 
vzroke (slika  2). Pri  primarni eritrocitozi se motnja nahaja znotraj izvornih celic 
eritrocitov, zaradi česar imajo izvorne celice zmanjšano potrebo po vezavi proteina EPO in 
posledično je raven  EPO  v  krvi  nižja  od  normalne. Pri sekundarni eritrocitozi se motnja 
nahaja izven izvornih celic eritrocitov in lahko  vpliva  na  povišano izražanje  EPO ali  pa 
raven  EPO  ostaja  normalna (Lee in  Percy,  2011). Pridobljena eritrocitoza je najbolj 
pogosta  oblika  bolezni,  ki se izrazi šele v  odrasli  dobi življenja in je  posledica somatske 
mutacije ali  pa zunanjih, pridobljenih dejavnikov (Bento in sod.,  2015). Nasprotno se 
prirojena eritrocitoza pojavlja redko in je prisotna od rojstva, zaradi zarodne  mutacije  v 
enem  od  genov,  ki so povezani z nastankom eritrocitov (McMulin,  2016). Prirojena 
eritrocitoza je tako  dedna  genetska  bolezen in se pojavlja  v  bolnikovi  družini, zato jo 
imenujemo tudi družinska eritrocitoza (DE) (Lee in Percy, 2011). Eritrocitoze, pri katerih 
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majhnih  koncentracijah  EPO,  EPOR  vpliva  na stalno aktivacijo JAK2 signalne  poti in 
zorenje eritrocitov (Lee in Percy, 2011). 
 
2.1.3.3 Vzroki sekundarnih pridobljenih eritrocitoz 
 
Do sekundarne  pridobljene eritrocitoze  pride zaradi različnih pridobljenih dejavnikov. 
Zunanji  dejavniki,  ki  vplivajo  na zmanjšano  preskrbo telesa s  kisikom ter  posledično 
povečano  nastajanje eritrocitov so lahko:  bivanje  na  veliki  nadmorski  višini,  kronična 
pljučna  obolenja, kajenje, zastrupitev z  ogljikovim  monoksidom (CO), nočna apneja, 
nekatera srčna  obolenja ter težave z ledvicami.  Eritrocitoza se  pojavi tudi  pri  10-15% 
bolnikov,  katerim so  presadili ledvice. Povečano število eritrocitov  v  krvi sovpada tudi s 
pojavom  benignih ali  malignih tumorjev.  V  nekaterih  primerih si športniki, za  boljšo 
vzdržljivost, v kri injicirajo protein EPO, kar tudi vodi do bolezenskega stanja eritrocitoze 
(Slika 2) (McMulin, 2008; Patnaik in Teferi, 2009) 
 
2.1.3.4 Vzroki sekundarnih prirojenih oz. sekundarnih družinskih eritrocitoz 
 
Sekundarne  prirojene eritrocitoze imajo  heterogene  genetske  vzroke.  Lahko  pride  do 
oviranega transporta kisika, zaradi motenj v hemoglobinu ali v proteinu BPGM (Slika 2). 
Posledica različic zaporedja DNA v genih za hemoglobin alfa in beta (HBB, HBA2, HBA1) 
so oblike hemoglobina z visoko afiniteto do kisika. Prav tako različice zaporedja DNA v 
genu BPGM, zaradi pomanjkanja BPG, vodijo v hemoglobin z visoko afiniteto do kisika, 
ki ima manjšo sposobnost sproščanja kisika v tarčnih tkivih (Lee in Percy, 2011) 
 
Vzrok za sekundarne eritrocitoze je lahko tudi okvara v enem od genov, ki so vključeni v 
metabolno pot zaznavanja kisika (Slika 2). Homozigotne zarodne mutacije v genu VHL so 
vzrok  družinske eritrocitoze tipa  2 (ang. Familial  Erythrocytosis  Type  2,  ECYT2) 
(Preglednica 1),  poimenovane tudi  policitemija  območja Čuvašija (ang. Chuvash 
polycythemia).  Različice zaporedja  DNA  v  genu VHL povzročijo,  da se  okvarjen  protein 
VHL ne veže na protein HIFA in s tem ne sproži njegove deaktivacije. Vpliv na aktivacijo 
proteina  HIFA imajo tudi  heterozigotne zarodne  mutacije  v genu EGLN1, ki so  vzrok 
družinske eritrocitoze tipa  3 (ang. Familial  Erythrocytosis  Type  3,  ECYT3) (Preglednica 
1). Heterozigotne zarodne  mutacije  v  genu EPAS1 so identificirane  kot  vzročne različice 
zaporedja  DNA za ECYT4 (Preglednica 1) (Camps in sod.,  2016; Lee in  Percy,  2011; 
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Preglednica 1: Tipi družinske eritrocitoze – klasifikacija glede na katalog človeških genov in genetskih 
bolezni (ang. Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM), način dedovanja bolezni ter vzročni geni in 
proteini (Online Mendelian Inheritance in Man, 2017; Lee in Percy, 2011). 
Tip DE Številka 
bolezni (OMIM) 























EPAS1 2p21 EPAS1   
(HIF2A) 
 
2.2 S HIPOKSIJO INDUCIRAN TRANSKRIPCIJSKI DEJAVNIK 
 
S  hipoksijo inducirani transkripcijski dejavniki preko regulacije izražanja tarčnih  genov, 
nadzorujejo lokalne in sistemske odzive na nizko koncentracijo kisika (hipoksijo) v telesu 
(Haase,  2013). Transkriptom HIF vključuje  več kot tisoč tarčnih  genov,  ki se med 
različnimi tipi celic različno izražajo, zato  govorimo  o celično-specifičnem  odgovoru  na 
hipoksijo (Semenza, 2014) 
 
Tipični fiziološki  odgovor na  hipoksijo je povečana produkcija eritrocitov, ki jo  protein 
HIF sproži  na različne  načine: z aktivacijo transkripcije  gena EPO v jetrnih in ledvičnih 
celicah; s povečano absorbcijo železa v  kri in transportom železa  do eritrocitov; ter s 
spremembami mikroorkolja rdečega  kostnega  mozga (Haase,  2013). Protein  HIF regulira 
tudi druge biološke procese kot odziv na manjšo raven kisika v telesu. Med drugim razrast 
krvnih žil (angiogenezo) z regulacijo izražanja rastnega dejavnika za žilni endotelij (ang. 
vascular enothelial  growth factor, VEGF) in  preklop iz aerobnega  metabolizma  na 
glikolizo z regulacijo genov za transport in razgradnjo glukoze (Semenza, 2014; Suter in 
sod., 2000). 
 
Protein  HIF je  heterodimer in je sestavljen iz podenot alfa (HIFA) in beta (HIFB), 
imenovane tudi  ARNT (ang. Aryl-hydrocarbon receptor  nuclear translocator). Znane so 
tri izoforme podenote alfa – HIF1A, EPAS1 in HIF3A, ki se vežejo na skupno podenoto 
beta (HIF1B). Tako HIFA kot HIFB spadata v družino transkripcijskih faktorjev osnovna 
heliks-zanka-heliks  Per-ARNT-Sim (bHLH-PAS; ang. basic  helix-loop-helix  Per-ARNT-
Sim), ki imajo ohranjeno domeno osnovna heliks-zanka-heliks (bHLH) za vezavo DNA ter 
dve  domeni Per-ARNT-Sim (PAS,  pomembni za  heterodimerizacijo  proteina.  Aktivnost 
proteina HIF je odvisna od podenote HIFA, saj ta nastaja le v hipoksičnih pogojih, medtem 
ko je podenota HIF1B stalno prisotna (Chen in sod., 2012; Lee in Percy, 2011). 
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Prva identificirana izoforma je  bila  HIF1A, sledilo  pa ji je  odkritje  EPAS1. HIF3A je 
izmed vseh treh najmanj raziskana oblika, zato v literaturi velikokrat naletimo na neenotne 
informacije. 
 




Gen HIF1A obsega 59,859 baznih  parov (bp) (RefSeq ID  NG_029606) ter leži  na  daljši 
ročici  kromosoma  14,  na lokaciji 14q23.2 (NCBI  Resource  Coordinators,  2017; 
Nucleotide, 2017). Gen ima 12 prepisov, od tega je pet prepisov kodirajočih za protein. V 
literaturi  največkrat  omenjeni prepis HIF1A-202 obsega 3,919  bp in ima  15  kodirajočih 
eksonov ter kodira proteinsko sekvenco z 826 aminokislin (aa) (Ensembl, 2017; Zerbino in 
sod., 2018). 
 
Protein  HIF1A ima na N-koncu zaporedja  visoko  ohranjene  domene: bHLH, PAS-A ter 
PAS-B. Vezavna domena bHLH je potrebna za vezavo na specifična mesta v tarčnih genih, 
domeni PAS pa sta  potrebni za  heterodimerizacijo podenot alfa in  beta (Dengler in sod., 
2014; Park in sod., 2004). Vzdolž  domene PAS se nahaja s  PAS  povezana C-končna 
domena (PAC) (Duan,  2016; The  UniProt  Consortium,  2017; UniProt,  2017). Proti  C-
koncu se  nahajata  dve transaktivacijski  domeni, N-končna transaktivacijska  domena (N-
TAD) in  C-končna transaktivacijska  domena (C-TAD),  ki aktivirata transkripcijo tačnih 
genov HIF (Dengler in sod.,  2014; The  UniProt  Consortium,  2017; UniProt,  2017). 
Domena N-TAD leži znotraj na  kisik  občutljive domene (ang. Oxygen-dependent 
degradation  domain,  ODD). Domena  ODD,  ki se  nahaja  v sredini  proteina, je  bogata z 
mesti za  postranslacijske  modifikacije,  ki imajo  vpliv  na stabilnost in aktivnost  proteina 
HIF1A.  Med  obema transaktivacijskima  domenama se  nahaja še regija jedrnega 
lokalizacijskega signala (ang. nuclear localization signal, NLS), ki ima vlogo usmerjanja 
proteina  v celično jedro (Park in sod.,  2004; The  UniProt  Consortium,  2017; UniProt, 
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2017). Gen ima 19 prepisov, od tega šest prepisov kodira protein (Ensembl, 2017; Zerbino 
in sod.,  2018). Duan in sod,  2015  navaja le  10  prepisov, izmed  katerih je  osem  prepisov 
kodirajočih (Duan,  2016). Prepisi so različno  dolgi z različnimi  domenami, zaradi česar 
imajo drugačne zmožnosti aktivacije, heterodimerizacije in transaktivacije.  Funkcijsko in 
strukturno se gen HIF3A razlikuje od ostalih dveh HIFA oblik. Domeni PAS-A in PAS-B, 
ki sta prisotni pri vseh prepisih gena HIF3A, imata 52-58% podobnost s proteinoma HIF1A 
in  EPAS1,  domena  bHLH  pa  74%. Večina dolgih prepisov  gena HIF3A ima samo eno 
transaktivacijsko  domeno  N-TAD,  namesto domene C-TAD  na  C-koncu  pa imajo regijo 
levcinske zadrge (ang. Leucine zipper motif, LZIP) (Dengler in sod., 2014). Nekateri krajši 
prepisi gena HIF3A so brez C-konca (domen ODD, N-TAD in regije LZIP), pri drugih pa 
manjka domena bHLH na N-koncu (Duan, 2016). 
 
Najdaljši  prepis HIF3A-205 obsega 5,852 bp in ima  15 kodirajočih eksonov ter  kodira 
proteinsko sekvenco z 669 aa (Ensembl, 2017; Zerbino in sod., 2018). Najdaljši prepis ima 
vseh sedem  domen:  bHLH, PAS-A, PAS-B, PAC, ODD, N-TAD ter  na  C-koncu regijo 
LZIP (Dengler in sod., 2014; Duan, 2016; The UniProt Consortium, 2017; UniProt, 2017). 
Lokacije domen na zaporedju proteina, v enotah aa, so prikazane na sliki 3. 
 
2.2.2 Postranslacijske modifikacije na proteinih HIFA 
 
V  pogojih  normalne  koncentracije  kisika (21%), v t.i.  normoksiji, se geni za HIF alfa 
podenoto neprestano  prepisujejo in  prevajajo,  na  proteinski ravni pa imajo kratek 
razpolovni čas. V  hipoksiji so  proteini stabilni,  ključno  vlogo  pri regulaciji stabilnosti in 
aktivnosti HIFA proteinov imajo postranslacijske modifikacije. Slednje lahko vplivajo na 
razgradnjo proteinov oziroma  na manjšo stabilnost in aktivnost proteinov, ali pa njihovo 
stabilnost in aktivnost ojačajo (Dengler in sod., 2014). 
 
2.2.2.1 Postranslacijske modifikacije z vplivom na manjšo stabilnost in aktivnost proteina 
 
Pomembno vlogo pri razgradnji proteina HIFA v normoksiji, ima hidroksilacija prolinskih 
aminokislinskih  ostankov s  proteinom  EGLN1. Hidroksilacija se  vrši  na primarnih 
hidroksilacijskih  mestih p.Pro402 (HIF1A), p.Pro405 (EPAS1), p.Pro406 (HIF3A) in 
sekundarnih  hidroksilacijskih  mestih p.Pro564 (HIF1A), p.Pro531 (EPAS1), p.Pro492 
(HIF3A) (Slika 3) (Dengler in sod., 2014; Zhang in sod., 2014). Hidroksilacijska mesta so 
homologna  med izoformami, ter se  nahajajo znotraj  domene  ODD  v evolucijsko visoko 
ohranjenih regijah. Motiv  LAPYIXXXDFQL (P označuje sekundarno  hidroksilacijsko 
mesto) je  ohranjen  v  vseh treh izoformah,  medtem  ko je  motiv  LXXLAP (P označuje 
primarno hidroksilacijsko mesto) prisoten le pri HIF1A in EPAS1 (Zhang in sod., 2014). 
 
Drugi encim, inhibitor  HIF1A (HIF1AN; ang. hypoxia inducible factor  1  alpha subunit 
inhibitor), imenovan tudi faktor inhibicije  HIF-1 (FIH-1; ang. factor inhibiting  HIF-1), 
12 
Kristan A. Analiza genetske variabilnosti s hipoksijo induciranih .. dejavnikov pri družinski eritrocitozi. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
hidroksilira asparaginske aminokislinske  ostanke  v domeni C-TAD  proteinov  HIF1A 
(p.Asn803) in  EPAS1 (p.Asn847).  Hidroksilacija asparaginskih  ostankov  prepreči  vezavo 
kofaktorjev ter tako vpliva na manjšo transaktivacijsko aktivnost (Dengler in sod., 2014). 
 
Acetilacija lizina  na aminokislinskem  ostanku p.Lys532 znotraj  domene ODD ojača 
interakcijo med proteinoma HIF1A in VHL, ki je eden od ključnih proteinov za razgradnjo 
HIFA. Tudi acetilacija lizinskih aminokislinskih ostankov (p.Lys9, 10, 11, 19 in 21) na N-
koncu  proteina  HIF1A zmanjša stabilnost in aktivnost  proteina (Dengler in sod.,  2014). 
Acetilacija proteina EPAS1 se vrši na aminokislinskih ostankih lizina p.Lys385, p.Lys685 
in p.Lys742, glede funkcije acetilacije pa obstajajo nasprotne informacije – nekateri avtorji 
trdijo, da zavira transaktivacijo tarčnih genih, drugi pa da le-to spodbuja (Slika 3) (Dengler 
in sod., 2014). 
 
Pri  proteinu  HIF1A, fosforilacija serinskih  ostankov  v  domeni  PAS-B (p.Ser247) in  v 
domeni ODD (p.Ser551, 555, 576 in 589), vodi do znižanja izražanja gena HIF1A oziroma 
do razgradnje s proteasomom (Slika 3) (Dengler in sod., 2014). 
 
2.2.2.2 Postranslacijske modifikacije z vplivom na večjo stabilnost in aktivnost proteina 
 
Nasprotno kot na N-koncu proteina, acetilacija lizinskih ostankov p.Lys674 in p.Lys709 na 
C-koncu  proteina HIF1A, prepreči razgradnjo  proteina ter  omogoči  vezavo  kofaktorjev 
aktivacije. Posledično se povečata koncentracija ter aktivnost proteina (Slika 3) (Dengler in 
sod., 2014). 
 
Fosforilacija treoninskih aminokislinskih  ostankov v domeni C-TAD  proteina HIF1A 
(p.Thr796) ter proteina EPAS1 (p.Thr844), vpliva na večjo stabilnost in aktivnost proteina 
preko onemogočenja  vezave  proteina  VHL, oziroma  preko  povečanja afinitite za  vezavo 
transkripcijskih koaktivatorjev. Podobno funkcijo ima tudi fosforilacija serinskih ostankov 
p.Ser641 in p.Ser643 v domeni C-TAD proteina HIF1A (Slika 3) (Dengler in sod., 2014). 
 
2.2.3 Vpliv koncentracije kisika na uravnavanje izražanja  HIFA 
 
V normoksiji so proteini HIFA nestabilni in se  hitro razgradijo (Slika  4).  Razgradnja 
proteina  HIF1 (podenota  HIF1A  vezana  na  podenoto  HIF1B) je  v glavnem regulirana  v 
domeni  ODD (Ke in  Costa,  2006; Lee,  2008). Protein  EGLN1 hidroksilira  prolinske 
aminokislinske  ostanke  na primarnem in sekundarnem hidroksilacijskem  mestu. 
Hidroksilirane ostanke prepozna protein VHL, ki je del E3 ubikvitin-ligaznega kompleksa 
(Duan,  2016; Lee in  Percy,  2011). Zhang in sod.,  2014  navajajo,  da se VHL veže na 
specifične aminokislinske  ostanke levcina, p.Leu574 na HIF1A ter p.Leu502 na  HIF3A 
(Zhang in sod.,  2014). Poleg tega so Min in sod. (2002), s tridimenzionalno strukturo 
kompleksa  VHL, vezanega  na  protein  HIF1A, pokazali,  da se regija,  kjer  pride  do 
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V hipoksiji zaradi  pomanjkanja  kisika, ne  poteče  hidroksilacija (vezava  OH skupine) s 
proteinom  EGLN1 na prolinskih in asparaginskih aminokislinskih  ostankih (Slika  4). 
Posledično ne pride do vezave proteina VHL in razgradnje HIFA. Protein HIFA se kopiči 
ter  prenese  v jedro celice,  kjer tvori  dimer  kompleks z podenoto HIF1B. Aktiven dimer 
HIF se  veže  na mesta  HRE, ki se  nahajajo v  promotorju ali tako imenovanih navzdol-
regijah (ang. downstream regions) tarčnih  genov, s čimer inducira  njihovo prepisovanje 
(Chen in sod., 2012; Slemc in Kunej, 2016). 
 
2.2.4 Povezava med eritrocitozo in HIFA 
 
S  proteinom  HIF regulirana aktivacija transkripcije tarčnih  genov,  ki sodelujejo  pri 
nastanku eritrocitov, odpira možnost, da so različice zaporedja DNA v genih HIFA vzrok 
za bolezensko stanje s povečanim številom eritrocitov (Percy in sod., 2003). Hipotetično bi 
lahko, zaradi različic zaporedja DNA z vplivom na pridobitev funkcije proteina (ang. gain 
of function  mutation), transkripcijski faktorji HIFA tudi  v  pogojih, ko je  kisika  dovolj, 
vplivali na izražanje tarčnih genov in posledično na povečano nastajanje eritrocitov (Lee, 
2008). 
 
Izoforme HIFA imajo različne vzorce izražanja in različne nabore tarčnih genov. (Lee in 
Percy, 2011). Najbolj raziskani sta izoformi HIF1A in EPAS1, medtem ko je o funkcijah 
HIF3A do sedaj malo znanega. Protein HIF1A se izraža v skoraj vseh tkivih, medtem ko se 
protein EPAS1 izraža le  v  določenih tipih celic – endotelnih celicah, intersticijskih 
ledvičnih celicah,  hepatocitih, srčnomišičnih celicah,  pnevmocitih tipa I, celicah glia in 
podocitih (Lee, 2008; Lee in Percy, 2011; Stroka in sod., 2001; Wiesener in sod., 2003). 
Nekateri tarčni  geni so skupni  proteinu HIF1A in EPAS1, medtem  ko je izražanje 
nekaterih regulirano le z vezavo specifične izoforme HIF, kar je odvisno od celičnega tipa, 
kjer se geni nahajajo, ter od koncentracije kisika (Franke in sod., 2013). V primernu akutne 
hipoksije je izražanje tarčnih genov uravnavano z izoformo HIF1A, medtem ko pri daljši 
izpostavljenosti nizkim koncentracijam kisika (več kot 24h) postane glavni transkripcijski 
faktor EPAS1 (Koh in Powis, 2012). 
 
Katera izoforma je vključena v regulacijo transkripcije gena EPO, je bil predmet številnih 
raziskav (Haase,  2013; Lee,  2008). Prve študije in vitro, s  katerimi so raziskovali mesta 
HRE gena EPO, so identificirale protein HIF1 (podenota HIF1A vezana na HIF1B) vezan 
na gen EPO (Semenza in Wang, 1992). Dodatno so z študijami in vivo pri miših pokazali, 
da HIF1 vpliva na nastajanje proteina EPO pri kroničnem in občasnem pomanjkanju kisika 
(Cai in sod., 2003; Yu in sod., 1999) ter v zgodnjem razvoju zarodka (Yoon in sod., 2006). 
Kasneje se je izkazalo,  da je HIF2 (podenota EPAS1 vezana  na HIF1B) glavni regulator 
izražanja gena EPO in vivo (Haase, 2013). Z metodo izbijanja genov (ang. knockout) pri 
miših (Gruber in sod., 2007; Kapitsinou in sod., 2010; Rankin in sod., 2007; Scortegagna 
in sod., 2005) in celičnih linijah (Warnecke in sod., 2004) so dokazali, da je izražanje gena 
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EPO v jetrnih in ledvičnih celicah odvisno od proteina HIF2 in ne proteina HIF1. Klinične 
analize  bolnikov z eritrocitozo in  povišano vsebnostjo  proteina  EPO, so potrdile,  da je 
EPAS1 glavni regulator transkripcije gena EPO (Dengler in sod., 2014; Haase, 2013; Lee, 
2008). Analiza  mutacij pri bolnikih je namreč pokazala,  da so za ECYT4 odgovorne 
vzročne različice zaporedja DNA v genu EPAS1 (Le in Percy, 2011). Različice zaporedja 
DNA  v  genu EPAS1 so  bile identificirane tudi pri ljudeh,  ki živijo  na  visoki  nadmorski 
višini in niso razvili kronične višinske bolezni (Beal in sod., 2010; van Patot in Gassmann, 
2011). 
 
Protein HIF2 vpliva tudi na metabolizem železa z regulacijo izražanja genov za transport 
železa do mesta produkcije eritrocitov (Mastrogiannaki in sod., 2009; Shah in sod., 2009). 
Nasprotno pa nekatere študije  navajajo,  da je  poleg HIF2,  v  metabolizem železa  vpleten 
tudi protein HIF1 (Peyssonnaux in sod., 2007; Semenza, 2009). Poleg tega protein EPAS1 
vpliva na zorenje in  proliferacijo izvornih celic eritrorocitov, ker  neposredno  vpliva  na 
izražanje žilnocelične adhezijske  molekule  1 (ang. vascular cel adhesion  molecule, 
VCAM1), le-ta pa neposredno vpliva na zorenje izvornih celic. (Haase, 2013). Manalo in 
sod. (2005) so z raziskavami na celičnih kulturah ter  Yoon in sod. (2006) z raziskavami 
miši  dokazali,  da je  HIF1  pomemben transkripcijski faktor za  EPOR (Manalo in sod., 
2005; Yoon in sod., 2006). 
 
Biološke funkcije izoforme  HIF3A so  najmanj raziskane,  predvsem zaradi številnih 
prepisov ter  njihovih različnih funkcij (Duan,  2016). V  primerjavi s  HIF1A in  EPAS1, 
imajo  prepisi HIF3A dvojno funkcijo: zaviranje aktivnosti proteina HIF1A in  EPAS1 ter 
regulacija lastnih ali skupnih tarčnih  genov z   HIF1A /  EPAS1 (Yang in sod.,  2015). 
Heikkilä in sod. (2011) navajajo, da čezmerno izražanje dolgih prepisov HIF3A, skupaj z 
izraženo podenoto HIF1B, stimulira prepisovanje gena EPO (Heikkila in sod., 2011). 
 
Na  podlagi  dejstva,  da so  bile različice zaporedja  DNA  v  genu EPAS1 identificirane  kot 
vzročne za razvoj eritrocitoze ter  na  podlagi  vloge  proteina  EPAS1  pri regulaciji 
transkripcije gena EPO, smo se odločili, da v klinični del raziskave vključimo gen EPAS1. 
Informativno smo v  prvem  delu raziskave, s  pregledom literature zbrali podatke o 
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Vse analize so bile opravljene na Inštitutu za biokemijo, Medicinska fakulteta Univerze v 
Ljubljani, razen izolacije  DNA,  ki so jo  predhodno izvedli  v  Specializiranem 
hematološkem laboratoriju (SHL) Kliničnega oddelka za hematologijo, UKC Ljubljana ter 
sekvenciranja po Sangerju, ki so ga izvedli v podjetju GATC Biotech v Nemčiji. 
 
3.2 MATERIALI IN OPREMA 
 
3.2.1 Vzorci izolirane DNA za optimizacijo metode PCR  
 
Za optimizacijo metode PCR smo  uporabili vzorce  DNA, izolirane iz  krvi oseb, ki  niso 
imeli eritrocitoze  oziroma znakov eritrocitoze, pri čemer pa niso bila izključena  druga 
bolezenska stanja. Vzorce smo označili z laboratorijsko številko vzorca V1, V2, V3, V4, 
V5, V6, V7,V8 in V9 (Preglednica 2). 
 
3.2.2 Vzorci izolirane DNA bolnikov in preiskovancev kontrolne skupine 
 
Vzorce DNA bolnikov z eritrocitozo in preiskovancev kontrolne skupine, smo pomnožili z 
novo postavljeno metodo PCR za nadaljnjo mutacijsko analizo. Raziskava je bila narejena 
na štirih  bolnikih z idiopatično eritrocitozo (B1,  B2,  B11,  B21) ter  dveh zdravih 
preiskovancih kontrolne skupine (Z2, Z3) (Preglednica 2,  Slika  6).  Vsi  bolniki so imeli 
povišane hematološke parametre (Hb, Ht in eritrociti) in normalno raven proteina EPO v 
krvi.  Bolniki so imeli tudi  negativne rezultate preiskav mutacij na eksonu  14 
(p.Val617Phe) ter na eksonu 12 gena JAK2, s čimer je bil izključen sum na PV. Bolniki so 
člani treh različnih družin z družinsko anamnezo eritrocitoze, prav tako je en preiskovanec 
kontrolne skupine (Z3) član ene od družin (Slika 6). Oba preiskovanca kontrolne skupine 
imata normalno število eritrocitov in hematokrit v mejah normale. 
 
Nalogo je  odobrila  Komisija za  medicinsko etiko (KME  115/08/15),  bolniki in  ostali 
preiskovanci pa so podpisali soglasje za sodelovanje v raziskavi. 
 
3.2.3 Vzorci krvi za preverjanje uspešnosti kompleta Phusion Blood Direct PCR 
 
Za  pomnoževanje izbranih regij  gena  EPAS1  neposredno iz  krvi, za  namen  preverjanja 
uspešnosti  kompleta reagentov  Phusion  Blood  Direct  PCR in  primerjave z  drugimi 
kompleti reagentov za PCR, smo pridobili preizkusne vzorce krvi iz zdravih oseb. Vzorce 
smo označili z laboratorijsko številko vzorca Kri 1 in Kri 2 (Preglednica 2). Vzorec Kri 1 
smo  pripravili tako,  da je  bila  koncentracija  krvi  v  vzorcu  10%,  medtem  ko je  bila 
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3.2.4 Raztopine in reagenti 
 
• Komplet reagentov za PCR KAPA HiFi HotStart PCR (250 U; kat. št. 
07958889001), proizvajalec KAPA BIOSYSTEMS 
 
• Komplet reagentov za PCR Amplitaq Gold DNA polymerase (250 U; kat. št. 
4311806), proizvajalec Applied biosystems 
 
• Komplet reagentov za PCR Phusion Blood Direct PCR Master Mix (100 U; kat št. 
F175S), proizvajalec Thermo Fischer Scientific 
 
• Komplet  reagentov za čiščenje QIAquick PCR Purification Kit (250U; kat. št. 
28106), proizvajalec Qiagen 
 
• Začetni oligonukleotidi (ZO), proizvajalca Integrated DNA technologies (IDT). 
Posamezni ZO so navedeni v tabeli 4 
 
• Agaroza, proizvajalec Genaxxon bioscience 
 
• Mešanica fragmentov DNA z znanimi velikostmi GeneRulerTM 100bp Plus DNA 
Ladder (0,5µg/µl; 50µl; kat. št. #SM0241), proizvajalec Thermo Fischer Scientific 
 
• DNA nanašalni pufer Gel Loading Dye (6x; 1ml; kat. št. #R0611), proizvajalec 
Thermo Fischer Scientific 
 
• Voda, prosta DNAz in RNAz, proizvajalec Roth 
 
• Pufer Tris-Borat-EDTA (TBE) (10x) 
 
• Pufer Tris-Borat-EDTA (TBE) (1x) 
 
• Etidijev bromid (EtBr) (10mg/ml) 
 
• Poliakrilamid (40%), proizvajalec Roth 
 
• Amonijev persulfat (APS) (10%), proizvajalec Merck 
 
• Tetrametiletilen diamin (TEMED), proizvajalec Sigma 
 
3.2.5 Aparature in pribor 
 
• Ciklični termostat za pomnoževanje DNA z metodo PCR SimpliAmpTM, 
proizvajalec Applied biosystems 
 
• Aparatura za agarozno gelsko elektroforezo (horizotalna), proizvajalec Bio-Rad 
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• Aparatura za poliakrilamidno gelsko elektroforezo (vertikalna) Mini-PROTEAN, 
proizvajalec Bio-Rad 
 
• Električni napajalnik za elektroforezo EPS 500/400, proizvajalec Pharmacia 
 
• Aparat za dokumentacijo gelov ImageQuant LAS-4000, proizvajalec Fujitsu Life 
Sciences 
 
• Centrifuga 5417C, proizvajalec Eppendorf 
 
• Orbitalni mešalnik – vorteks MS1 Minishaker, proizvajalec IKA 
 
• Mini centrifuga C-1200, proizvajalec Labnet 
 
• Tehtnica PCB, proizvajalec Kern 
 
• Mikrovalovna pečica 
 
• Parni sterilizator - avtoklav 
 
• Hladilnik (4 ºC) 
• Zamrzovalnik (-20 ºC) 
• Nosilec za vlivanje agaroznega gela 
• Avtomatske in merilne pipete 
• Sterilni nastavki za avtomatske pipete 
• Centrifugirke (50 ml) 
• Mikrocentrifugirke (0,2 ml, 0,5 ml in 1,5ml) 
• Laboratorijske steklenice Schot 
• Stojala za centrifugirke in mikrocentrifugirke 
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3.3 METODE 
 
3.3.1 Pregled literature in podatkovnih zbirk 
 
Informacije o strukturi genov HIFA smo pridobili iz podatkovne zbirke Ensembl, izdaja 91 
(Ensembl,  2017; Zerbino in sod.,  2018) ter  podatkovne zbirke  NCBI Nucleotide (NCBI 
Resource  Coordinators,  2017; Nucleotide,  2017). Imena  genov smo poenotili v skladu z 
uradno  nomenklaturo, navedeno v  podatkovni zbirki  HUGO  Gene  Nomenclature 
Commitee (HGNC) (Gray in sod., 2015; HGNC Database, 2017). Informacije o strukturi 
proteinov  HIFA, domenah in  postranslacijskih  modifikacijah smo  pridobili s  pomočjo 
literature ter podatkovnih zbirk UniProt (The UniProt Consortium, 2017; UniProt, 2017) in 
Ensembl, izdaja 91 (Ensembl, 2017; Zerbino in sod., 2018). 
 
Različice zaporedja  DNA  v  genih HIF1A, EPAS1 in HIF3A, povezane z eritrocitozo 
oziroma znaki eritrocitoze, smo poiskali  v literaturi, zbrani v podatkovni zbirki PubMed 
(NCBI Resource Coordinators, 2017; PubMed, 2017). Ključne besede, ki smo jih uporabili 
za pridobivanje literature iz podatkovne zbirke PubMed so: s  hipoksijo inducirane 
transkripcijski  dejavnik,  HIF,  HIF1A,  HIF2A,  HIF3A,  EPAS1,  hipoksija, eritropoeza, 
polimorfizem, različica zaporedja DNA, mutacija, eritrocitoza, povišani eritrociti, povišan 
hemoglobin,  povišan  hematokrit. Časovni  okvir  pregledane literature je  od  09/2003  do 
09/2016. Zbrane informacije o različicah zaporedja smo sistematično uredili v preglednici 
ter podatke iz literature dopolnili s podatki iz podatkovnih zbirk Ensembl (Ensembl, 2017; 
Zerbino in sod.,  2018) in  NCBI  dbSNP (Database  of  Single  Nucleotide  Polymorphisms 
dbSNP, 2017; Shery in sod., 2001): identifikacijsko številko različice zaporedja SNP ID 
(rs); lokacijo v  genomu; lokacijo  na  proteinu; lokacijo  na  kodirajoči  DNA; ter regijo  na 
genu, kjer se različica nahaja. Vse raziskave v podatkovni zbirki Ensembl so bile narejene 
na  prepisih HIF1A-202 (identifikacijska številka  RefSeq  NM_001530),  EPAS1-201 
(identifikacijska številka  RefSeq  NM_001430) in  HIF3A-205 (identifikacijska številka 
RefSeq NM_1527959). Imena različic smo uredili skladno s priporočeno nomenklaturo po 
Human  Genome  Variation  Society (HGVS,  verzija  15.11) (den  Dunnen in sod.,  2016; 
Sequence Variant Nomenclature, 2017). 
 
Nadalje smo zbrane različice umestili  na zaporedja DNA genov ter njihovih 
aminokislinskih zaporedij. Lokacije različic smo primerjali z lokacijami  domen ter  mesti 
postranslacijskih modifikacij. Na  koncu analize s  pristopom in silico, smo  na  podlagi 
podatkov, zbranih pri pregledu literature in podatkovnih zbirk, izbrali kandidatne regije v 
genu EPAS1, za pomnoževanje z metodo PCR ter analizo različic gena EPAS1 pri bolnikih 
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3.3.2 Izolacija DNA 
 
V Specializiranem  hematološkem laboratoriju Kliničnega  oddelka za  hematologijo so 
genomsko DNA pridobili iz celic levkocitov (število celic 1-2*107) s kompletom reagentov 
QIAamp  DNA  mini  kit (Invitrogen).  Levkocite so izolirali iz  periferne  krvi  po 
standardnem  protokolu. Vzorci izolirane  DNA so  bili shranjeni  v zamrzovalniku,  pri -20 
ºC. 
 
3.3.3 Razvoj metode PCR za pomnoževanje izbranih regij 
 
3.3.3.1 Izbor in priprava začetnih oligonukleotidov 
 
Začetne oligonukleotide (ZO) smo izbrali tako, da smo pri pomnoževanju s PCR zajeli vse 
predhodno zbrane različice zaporedja  DNA,  povezane z eritrocitozo.  Z  namenom, da  bi 
pomnožili celotno kodirajočo DNA v izbranih eksonih, smo ZO postavili v intronske regije 
oziroma na rob eksona, razen v primeru eksona 16, kjer zaradi obsežnosti eksona to ni bilo 
mogoče (Priloga A; Slika 10). 
 
Začetne  oligonukleotide smo  pridobili iz literature (Furlow in sod.,  2009; Percy in sod., 
2008a; Percy in sod., 2008b), iz zbirke ZO Primer DesignerTM Tool (Primer designer tool, 
2017) ali  pa smo jih izbrali sami, s  pomočjo spletnega orodja Primer  BLAST (Primer 
BLAST,  2017; Ye in sod.,  2012). Za analizo specifičnosti ter analizo lastnosti ZO smo 
uporabili spletni orodji PRIMER Blast (Primer BLAST, 2017; Ye in sod., 2012), in Oligo 
Analyzer (Oligo Analyzer Tool, 2017). S spletnimi orodji smo preverili vsebnost gvanina 
in citozina (GC) v pomnoženem odseku med  dvema ZO,  ki je  pomemben  podatek za 
pripravo reakcije  PCR. ZO, ki smo jih  uporabili tekom  optimizacije reakcije PCR ter 
nekatere  njihove lastnosti, so  navedeni  v preglednici 3. ZO,  ki smo jih  vključili  v 
diagnostični test ter jih uporabili tudi za sekvenčno reakcijo na bolnikih in kotrolah, so v 
preglednici 3 v krepkem tisku. 
 
Pripravili smo založno raztopino (ang. stock) ZO s koncentracijo 100 µM (pmol/µl) tako, 
da smo liofilizilirane ZO raztopili v vodi po navodilih proizvajalca (IDT). Iz koncentrirane 
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Preglednica 3: Začetni oligonukleotidi in lastnosti pomnoženih odsekov 
 
Legenda: *a-Primer BLAST, 2017; Ye in sod., 2012; b- Primer designer tool, 2017; c- Percy in sod., 2008a; 
Percy in sod, 2008b; Furlow in sod., 2009; A – adenin; C – citozin; G – gvanin; T – timin; bp – bazni par; F – 
smiselni ZO; R – protismiselni ZO; Tm – temperatura taljenja; in – intron;  ex – ekson; GC – vsebnost 
gvanina in citozina; ZO – začetni  oligonukleotid; A – ZO, vključeni  v  diagnostični test ter v sekvenčno 
reakcijo 
 
3.3.3.2 Priprava in potek reakcije PCR s kompletom reagentov KAPA HiFi  
 
Izbrane regije smo pomnožili s kompletom reagentov za PCR, KAPA HiFi HotStart PCR, 
ki  vsebuje polimerazo  DNA (KAPA  HiFi  HotStart  polimeraza DNA),  dva različna  pufra 
PCR (pufer KAPA HiFi Fidelity in KAPA HiFi GC), mešanico deoksinukleotid trifosfatov 
(dNTP) (KAPA  dNTP  Mix) ter  magnezijev  klorid (MgCl2),  ki  ga nismo  potrebovali. 
Komplet ragentov KAPA HiFi je namenjen za hitre reakcije PCR z visoko zanesljivostjo, 
zaradi vsebnosti polimeraze DNA KAPA HiFi HotStart, ki je modificirana polimeraza iz 
družine  B. Polimeraze  DNA iz  družine  B imajo, v  primerjavi s  polimerazami  DNA iz 
drugih  družin, poleg  polimerazne aktivnosti tudi sposobnost  kontrolnega  branja (ang. 
proofreading activity) v smeri 3' proti 5' ter posledično pri pomnoževanju naredijo manjše 
število napak (ang. error-rate) in imajo večjo zanesljivost (Laos in sod., 2014). Polimeraza 
DNA KAPA HiFi HotStart ima s pomočjo proteinskega inženiringa izboljšane sposobnosti 
kontrolnega branja ter hitrejše delovanje in večjo občutljivost kot divji tip polimeraz DNA 
iz  družine B. Poleg tega se  polimeraza DNA KAPA  HiFi  HotStart aktivira šele  pri 
temperaturi začetne  denaturacije (95 ºC), zaradi česar je  onemogočeno  nespečifično 
pomnoževanje  DNA  pri  nižjih temperaturah,  med  potekom  priprave reakcije PCR. Oba 
pufra PCR že vsebujeta 2mM MgCl2 v 1x koncentraciji. Pufer Fidelity je namenjen uporabi 
















in8F-1 TTCCATGCATCTAGGGGAGCAGAA 24 63.53 348 53 a* 
in9R-1 AAGAACTCTTCCCAGCCCCAACG 23 64.83 
in8F-2 TGTCACTACCTCCATGGCTCACA 23 63.24 590 52 b* 
in9R-2 GGTCTTATCAGGGCAGGAGCG 21 62.57 
in8F-3 GCTATGAGGGTTTCCATGCATCTAG 25 61.32 513 53 b* 
in9R-3 GAGGTCGGATATGGGATGGTCTTAT 25 61.34 
in11F-1 TTGAGCAGCACTGTGAAACA 20 58.25 773 58 c* 
in12R-1 ACATGGCTTGAGGTGATTCC 20 57.87 
in11F-2 TGCAGGAGCTGAGTTGGAATAGTGTT 26 64.34 511 59 b* 
ex12R-2 CCAAGAACTCTGTGCGCTGATC 22 61.81 
in15F-1 CACTGAAGGAGCAGAGTGAAATTA  24 58.76 350 56 a* 
ex16R-1 AGTTGCAAAAACAGACGGAG 20 56.86 
24 
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GC priporoča za  pomnoževanje regij bogatih z GC (>70%) ter za pomnoževanje ostalih 
težavnij regij. 
 
Vsi reagenti so  bili shranjeni  v zmrzovalniku pri -20 ºC. Reagente in  vzorce  DNA smo 
odtalili pri sobni temperaturi, premešali ter kratko centrifugirali. V skladu s preglednico 4, 
smo  pripravili reakcijsko predmešanico (ang. master  mix). Količino reakcijske 
predmešanice smo  preračunali  glede  na število reakcij (vzorcev in  notranje kontrole) in 
dodali še eno reakcijo zaradi izgub  pri  pipetiranju.  Reakcijsko predmešanico smo  kratko 
centrifugirali ter alikvotirali po 24 µl v ustrezno označene mikrocentrifugirke (0,2 ml). K 
reakcijskim predmešanicam smo dodali 1 µl raztopine DNA, oziroma v primeru notranje 
kontrole brez  DNA (ang. non template control,  NTC),  1 µl vode. Končni  volumen ene 
reakcijske mešanice je  bil  25 µl. Vse zgoraj  opisane  postopke smo izvedli tako,  da smo 
reagente in pripravljene mešanice hranili na ledu, v sterilnem okolju. 
 
Preglednica 4: Priprava reagentov za PCR (25 µl) s kompletom reagentov KAPA HiFi 
Reagent Končna koncentracija Volumen (µl) 
Voda / 14 
5x KAPA HiFi pufer ( Fidelity ali GC) 1x 5 
5mM KAPA mešanica dNTP  0,3 mM 1,5 
5µM smiselni ZO 0,3 µM 1,5 
5µM protismiselni ZO 0,3 µM 1,5 
1U/µl KAPA HiFi HotStart DNA polimeraza 1U 0,5 
Volumen reakcijske predmešanice  24 
DNA  / 1 
Skupni volumen reakcijske mešanice  25 
 
Reakcije mešanice smo prenesli v aparat za PCR (SimpliAmp) ter izbrali ustrezne pogoje 
reakcije. Razpon vseh pogojev reakcije, ki smo jih uporabili pri optimizaciji metode PCR, 
je naveden v preglednici 5.  Po  koncu  pomnoževanja smo vzorce shranili pri 4 ºC  do 
nadaljnje analize.  
 
Preglednica 5: Osnovni pogoji PCR s kompletom reagentov KAPA HiFi 
Korak Temperatura (ºC) Čas Št. Ponovitev 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
30 Prileganje 57-69* 5-15 s 
Podaljševanje 72 15 – 60 s / kbp 
Končno podaljševanje 72 1 min / kbp 1 
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3.3.3.3 Priprava in potek reakcije PCR s kompletom reagentov Amplitaq Gold 
 
Komplet reagentov za  PCR, Amplitaq  Gold  DNA  polymerase, vsebuje  pufer PCR 
(AmpliTaq Gold pufer), polimerazo DNA (polimeraza DNA AmpliTaq Gold), magnezijev 
klorid (MgCl2), ter mešanico dNTP. Polimeraza DNA AmpliTaq Gold je Taq polimeraza, 
izolirana iz bakterije Thermus aquaticus, ki jo uvrščamo v družino A polimeraz DNA. V 
nasprotju s polimerazo DNA KAPA HiFi HotStart, polimeraza DNA AmpliTaq Gold nima 
sposobnosti kontrolnega branja v smeri 3' proti 5' in posledično je večja verjetnost napake 
pri  pomnoževanju s  kompletom reagentov  Amplitaq  Gold.  Enako  kot  polimeraza DNA 
KAPA  HiFi  HotStart,  polimeraza DNA AmpliTaq  Gold postane aktivna šele  pri  višjih 
temperaturah začetne  denaturacije.  V  nasprotju s  kompletom reagentov  KAPA  HiFi 
Hotstart  PCR,  uporaba  kompleta reagentov Amplitaq  Gold ni  priporočljiva za 
pomnoževanje regij z višjo vsebnostjo GC.  
 
Reagenti so bili shranjeni v zmrzovalniku pri -20 ºC. Reagente in vzorce DNA smo odtalili 
na sobni temperaturi, premešali, kratko centrifugirali in pripravili reakcijsko predmešanico 
(24 µl). Količine reagentov za pripravo osnovne reakcije mešanice s končnim volumnom 
25 µl so navedene v preglednici 6. Vse zgoraj opisane postopke smo izvedli tako, da smo 
reagente in pripravljene mešanice hranili na ledu, v sterilnem okolju. 
 
Preglednica 6: Priprava reagentov za PCR (25 µl) s kompletom reagentov Amplitaq Gold 
Reagent Končna koncentracija Volumen (µl) 
Voda / 16.375 
10x AmpliTaq Gold pufer 1x 2.5  
5 mM KAPA mešanica dNTP  0.2 mM 1.0 
5 µM smisleni ZO 0.2 µM 1.0  
5 µM protismiselni ZO 0.2 µM 1.0  
5 U/µl AmpliTaq Gold polimeraza DNA 0.625 U / reakcijo 0.125 
25 mM MgCl2 2 mM 2 
Volumen reakcijske predmešanice / 24 
DNA / 1 
Skupni volumen reakcijske mešanice / 25 
 
Reakcijske  mešanice smo  prenesli  v aparat za  PCR (SimpliAmp) ter izbrali ustrezne 
pogoje reakcije, navedene v preglednici 7. Po koncu pomnoževanja smo vzorce shranili pri 
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Preglednica 7: Osnovni pogoji PCR s kompletom reagentov Amplitaq Gold 
Korak Temperatura (ºC) Čas Št. ponovitev 
Začetna denaturacija 95 12 min 1 
Denaturacija 94 30 s 
30 Prileganje 64-68* 1 min 
Podaljševanje 72 1 min 
Končno podaljševanje 72 10 min 1 
* Temperatura prileganja je odvisna od Tm začetnih oligonukleotidov 
 
3.3.3.4 Priprava in potek reakcije PCR s kompletom reagentov Phusion Blood Direct 
PCR 
 
S pomnoževanjem izbranih regij  gena EPAS1 smo preverili učinkovitost kompleta 
reagentov za  PCR Phusion  Blood  Direct  PCR ter  primerjali rezultate  pomnoževanja z 
rezulati  pomnoževanja  kompleta reagentov za  PCR  KAPA  HiFi. Komplet reagentov 
Phusion  Blood  Direct  PCR je  namenjen pomnoževanju  DNA neposredno iz  krvi,  brez 
predhodne izolacije  DNA in  priprave  vzorca.  V  kompletu je že  pripravljena reakcijska 
predmešanica (Phusion  Blood  Direct  Master  Mix),  ki  vsebuje  modificirano  polimerazo 
DNA (Hot  Start I  High-Fidelity  DNA  polymerase), odporno proti inhibitorjem v  krvi. 
Reakcijska predmešanica  vsebuje tudi nanašalni  pufer (ang. loading  dye),  kar  omogoča 
neposredno  nanašanje  vzorcev  na  gel.  V kompletu reagentov so tudi 
etilendiamintetraocetna  kislina (EDTA),  MgCl2 in dimetil sulfoksid (DMSO) za 
optimizacijo reakcije PCR, vendar teh reagentov  pri  pripravi  naše reakcijske  mešanice 
nismo uporabili. 
 
Reakcijo PCR smo izvedli na dveh vzorcih krvi z oznako Kri 1 in Kri 2 (Preglednica 2). 
Koncentracija krvi v vzorcu Kri 1 je bila 10% in koncentracija krvi v vzorcu Kri 2 je bila 
5%; priporočena začetna koncentracija je 5%. Vzorce krvi smo shranili v hladilniku pri 4 
ºC. Za  kontrolo  delovanja kompleta reagentov smo  uporabili  vzorce izolirane DNA z 
oznako V5. 
 
Za pripravo reakcije PCR smo reagente najprej odtalili, premešali ter kratko centrifugirali. 
V skladu s preglednico 8 smo pripravili reakcijsko predmešanico (19 µl), kateri smo dodali 
vzorce  krvi  oziroma DNA  do  končnega  volumna reakcijske  mešanice 20  µl. Vse zgoraj 
opisane  postopke smo izvedli tako,  da smo reagente in  pripravljene mešanice  hranili  na 
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Preglednica 8: Priprava reagentov za PCR (20 µl) s kompletom reagentov Phusion Blood Direct PCR 
Reagent Končna koncentracija Volumen (µl) 
Voda / 5 
2x Phusion Blood Direct PCR Master Mix 1x 10 
5µM smiselni ZO 0,5 µM 2 
5µM protismiselni ZO 0,5 µM 2 
Volumen reakcijske predmešanice / 19 
Kri ali izolirana DNA / 1 
Skupni volumen reakcijske mešanice  20 
 
Reakcijske  mešanice smo  prenesli  v aparat za  PCR (SimpliAmp) ter  nastavili  ustrezne 
pogoje reakcije, navedene  v preglednici 9. Temperaturo  prileganja smo  določili s 
preračunavanjem  Tm ZO pri  določenih  pogojih reakcije s spletnim orodjem »Tm 
calculator«  na spletni strani  Thermo  Fischer (Tm calculator,  2017). Po  koncu 
pomnoževanja smo reakcijske  mešanice centrifugirali 1-3  min pri  1000 g,  da so se trdni 
ostanki  krvi posedli na  dno. Po centrifugiranju smo mešanice neposredno  nanesli  na 
agarozni gel in izvedli gelsko elektroforezo.  
 
Preglednica 9: Osnovni pogoji reakcije PCR s kompletom reagentov Phusion Blood Direct PCR 
Korak Temperatura (ºC) Čas Št. ponovitev 
Liza celic 98 5 min 1 
Denaturacija 98 1 s 
35 Prileganje 70,71 / 71,62 / 62,33 5 s 
Podaljševanje 72 15 s 
Končno podaljševanje 72 1 min 1 
1 – par ZO in8F-3 / in9R-3, 2 – par ZO in11F-2 / ex12R-2, 3 – par ZO in15F-1 / ex16R-1 
 
3.3.3.5 Agarozna gelska elektroforeza  
 
Z agarozno  gelsko elektroforezo smo  preverili  uspešnost  pomnoževanja s PCR. Za 
agarozno  gelsko elektroforezo smo  pripravili  1,5% agarozni  gel,  ki je  primeren za 
ločevanje fragmentov z  velikostjo  0,2 – 3  kbp. V preglednici  10 so  navedeni reagenti za 
pripravo 100 ml gela ter preračunani podatki za trojno količino gela, z debelino 0,75 cm in 
volumnom  280  ml. V erlenmajerici smo zamešali  pufer TBE in agarozo ter mešanico 
segrevali v mikrovalovni pečici, dokler se ni agaroza popolnoma raztopila. Raztopino smo 
ohladili  na  približno  70 ºC in v  digestoriju  previdno dodali EtBr.  Raztopino smo  vlili  v 
kadičko ustrezne velikosti (25 cm x 15 cm), dodali glavniček za tvorbo željenega števila 
žepkov ter počakali približno 15 min, da se je raztopina strdila v gel. Gel smo rahlo ovlažili 
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Preglednica 10: Količine reagentov za pripravo agaroznega gela (1,5%) 
Volumen gela (ml) Agaroza (g) 1x pufer TBE (ml) EtBr (µl) 
100 1,5 100 5 
280 4,2 280 14 
 
Strjen  gel smo  postavili  na  ustrezen  nosilec ter ju  prestavili v aparaturo za agarozno 
elektroforezo (Bio-Rad), pri čemer smo pazili, da smo pravilno obrnili gel, tako da je bilo 
omogočeno  potovanje fragmentov DNA  od  negativnega električnega  polja (katode)  proti 
pozitivnemu električnemu  polju (anodi). Odstranili smo  glavniček ter  dodali toliko pufra 
TBE (1x), da je  bil  gel  pokrit. Potem smo  v žepke  nanesli  vzorce ter fragmente znanih 
velikosti GeneRulerTM 100bp  Plus (Thermo  Fischer  Scientific),  ki smo jih  predhodno 
zmešali z  nanašalnim  pufrom DNA  Gel  Loading  Dye (6x) (Thermo  Fischer  Scientific). 
Končna koncentracija nanašalnega pufra je bila 1x. Vzorce smo pripravili tako, da smo 10 
µl  produkta PCR dodali  2  µl  nanašalnega  pufra.  Enako  količino  nanašalnega  pufra smo 
zamešali z 1 µl mešanice fragmentov znanih velikosti in mešanico dopolnili z 9 µl vode, 
proste  DNAz in  RNAz, do  končnega  volumna  12  µl.  Po  nanosu  vzorcev  v žepke smo 
napravo za elektroforezo pokrili s pokrovom ter jo priklopili na električni napajalnik EPS 
500/400 (Pharmacia). Na napajalniku smo nastavili napetost med elektrodama na 95 V (1-
5 V/cm). Za ustrezno ločbo med fragmenti je elektroforeza tekla približno 75 min. 
 
3.3.3.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza  
 
V primeru, da je bila čistost produktov PCR na agaroznem gelu ustrezna, smo prisotnost 
nečistoč dodatno preverili  na  poliakrilamidnem  gelu. Poliakrilamidni  gel zaradi svoje 
strukture omogoča bolj natančno ločbo manjših fragmentov (5-500 bp).  
 
Pred pripravo  gela smo sestavili sistem za  vlivanje  poliakrilamidnega  gela,  del aparature 
Mini-PROTEAN (Bio-Rad).  Očiščeni stekli smo  vpeli  v  nosilec ter  vstavili  v stojalo. Z 
vodo smo  preverili ali sta stekli  dobro  vpeti.  V  primeru  da se je  nivo  vode znižal, smo 
popravili položaj stekel v nosilcu; s tem smo preprečili iztekanje gela. 
 
Pripravili smo  gel z  12% koncentracijo poliakrilamida. Količine reagentov za  pripravo 
enega poliakrilamidnega gela so navedene v preglednici 11. Vsi reagenti so bili shranjeni v 
hladilniku (4 ºC) ali pri sobni temperaturi, razen reagenta  APS,  ki je bil shranjen  v 
zamrzovalniku (-20 ºC). V centrifugirki smo  na začetku zamešali vodo,  poliakrilamid 
(40%; Roth) ter pufer TBE (10x) in šele na koncu dodali reagenta tetrametiletilen diamin 
(TEMED) in APS (10%). Po dodatku reagentov TEMED in APS začne gel polimerizirati, 
zato smo ga z avtomatsko pipeto hitro vnesli med stekli in pri tem pazili, da se ne tvorijo 
meručki, ki bi motili ločevanje odsekov DNA. Med stekli smo v gel vstavili glavniček za 
tvorbo željenega števila žepkov, ter počakali približno 15 min, da se je gel strdil. Gel smo 
rahlo ovlažili z destilirano vodo ter ga do nadaljne uporabe shranili v hladilniku pri 4 ºC. 
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Preglednica 11: Količine reagentov za pripravo poliakrilamidnega gela (12%) 
Reagent  Volumen 
Voda 9 ml 
40% Poliakrilamid 4,5 ml 
10x pufer TBE 1,5 ml 
TEMED 15 µl 
10% APS 150 µl 
 
Strjen  gel skupaj s stekli smo  vstavili  v  kadičko za  poliakrilamidno elektroforezo 
(aparatura Mini-PROTEAN,  Bio-Rad).  Kadičko smo  napolnili s  pufrom TBE (1x) ter 
odstranili  glavniček iz  gela. V žepke smo nanesli  vzorce ter fragmente znanih  velikosti 
GeneRulerTM 100bp  Plus (Thermo  Fischer  Scientific),  ki smo jih  predhodno zmešali z 
nanašalnim pufrom DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Fischer Scientific). Nanesli smo 
9 µl  vzorca (7 µl  produkta PCR + 2  µl  nanašalnega  pufra) ter  2  µl mešanice fragmentov 
DNA znanih  velikosti (1 µl mešanice fragmentov DNA znanih  velikosti +  0,5  µl 
nanašalnega  pufra  +  0,5  µl  vode). Za analizo  uspešnosti  pomnoževanja pred 
sekvenciranjem, smo na  poliakrilamidni  gel nanesli le  5  µl  produkta PCR (skupaj z  1 µl 
nanašalnega pufra), saj smo želeli čim večjo količino produkta PCR ohraniti za sekvenčno 
reakcijo. Po nanosu vzorcev v žepke smo napravo za elektroforezo pokrili s pokrovom ter 
jo priklopili na električni napajalnik EPS 500/400 (Pharmacia), na kateremu smo nastavili 
napetost  med elektrodama  na 70 V (1-5 V/cm).  Za  ustrezno ločbo  med fragmenti je 
elektroforeza tekla vsaj 90 min. Po končani elektroforezi smo gel obarvali v raztopini EtBr 
(10 µl EtBr + 100ml vode). Po 15 minutah barvanja, smo gel razbarvali v destilirani vodi. 
 
3.3.3.7 Dokumentacija gelov  
 
Slike agaroznih in poliakrilamidnih gelov smo zajeli z aparaturo ImageQuant LAS-4000, z 
uporabo UV svetlobe. Za obdelavo slik smo uporabili program ImageReader LAS-4000. 
 
3.3.4 Analiza mutacij pri bolnikih in preiskovancih kontrolne skupine 
 
3.3.4.1 Čiščenje produktov PCR 
 
S kompletom reagentov za čiščenje DNA, QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), smo 
očistili  preostanek  produktov PCR po  pomnoževanju.  Nato smo  očiščeno  mešanico v 
nadaljevanju uporabili za sekvenčno reakcijo. Po reakciji PCR se v vzorcu lahko nahajajo 
nekatere  nečistoče,  kot so  neporabljeni mononukleotidi, začetni  oligonukleotidi ali 
enoverižne molekule DNA, ki lahko motijo nadaljno analizo.  
 
Komplet reagentov za čiščenje DNA, QIAquick PCR Purification Kit, vsebuje kolono za 
vezavo DNA, zbirno epruveto, vezavni  pufer (PB),  pufer za spiranje (PE) ter elucijski 
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pufer (EB). Produkte  PCR smo  očistili  po  protokolu  proizvajalca. V  kolono za  vezavo 
DNA smo dodali 20 µl vzorca in 100 µl pufra PB, kolono postavili v zbirno epruveto in 
centrifugirali pri centrifugalni sili 17.900 g, 1 minuto. Tekočino, ki se je nabrala v zbirni 
epruveti smo zavrgli, ter dodali 0,75 ml pufra PE za spiranje nečistoč in centrifugirali pod 
istimi pogoji 1 min. Tekočino v zbirni epruveti smo ponovno zavrgli, ter za bolj temeljito 
čiščenje, ponovili postopek centrifugiranja. Kolono za vezavo DNA smo postavili v čisto 
mikrocentrifugirko,  dodali  30  µl  pufra  EB za elucijo  DNA, ter  po  1  min centrifugirali. 
Zbrali smo  približno  28  µl elucije,  v  kateri so se  nahajali očiščeni pomnoženi fragmenti 
DNA, s koncentracijo 20 - 80 ng/µl. 
 
3.3.4.2 Sekvenčna reakcija 
 
Sekvenčno reakcijo smo izvedli v smiselni in protismiselni orientaciji zaporedja gena in s 
tem isti odsek gena dvakrat sekvencirali. Posledično smo za sekvenčno reakcijo uporabili 
tako smiselne kot protismiselne ZO, ki zaobjemajo izbrano regijo gena EPAS1. ZO, ki smo 
jih uporabili za sekvenčno reakcijo so v preglednici 3 izpisani v krepkem tisku. 
 
Po čiščenju smo  pripravili  vzorce za sekvenčno reakcijo tako,  da smo  5  µl  očiščenega 
produkta PCR dodali 5 µl smiselnega oziroma protismiselnega ZO, s koncentracijo 5 µM. 
Pripravljene  vzorce  v čistih  mikrocentrifugirkah (1,5  ml), smo  poslali  podjetju  GATC 
Biotech  v  Nemčiji,  kjer so izvedli sekvenčno reakcijo po  Sanger  metodi (Sanger in sod., 
1977). 
 
3.3.4.3 Analiza sekvenčnih podatkov 
 
Sekvenčne  podatke smo  pridobili  v  obliki  neobdelane sekvence, elektroferograma (graf 
kakovosti sekvence) (.ab1 datoteka) ter v tekstovni obliki obdelane sekvence (.fas in .seq 
datoteki). Elektroferogram smo analizirali s  programom  Chromas (Technelysium) 
Pregledali smo kakovost sekvence in za lažji pregled, sekvenco uredili z različnimi orodji v 
programu Chromas. Za identifikacijo potencialnih različic zaporedja DNA v genu EPAS1 
smo sekvence  bolnikov primerjali z referenčno sekvenco in sekvencama preiskovancev 
kontrolne skupine (Z2 in  Z3), s  pomočjo spletnega  orodja BLAST (ang. Basic  Local 
Alignment  Search  Tool) (Altschul in sod.,  1990; Basic local alignment search tool - 
BLAST, 2017) in spletnega orodja Clustal Omega (Clustal Omega, 2017; Sievers in sod., 
2011) (Clustal  Omega,  2017; Sievers in sod.,  2011). Kot referenčno sekvenco smo 
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4 REZULTATI  
 
4.1  PREGLED LITERATURE IN PODATKOVNIH ZBIRK 
 
4.1.1 Zbrane različice zaporedja DNA v genih HIFA, povezane z eritrocitozo ter 
njihova lokacija na genih in proteinih 
 
4.1.1.1 Različice zaporedja DNA v genu HIF1A 
 
Glede  na trenutno izdajo  podatkovne zbirke  Ensembl ima kodirajoči prepis  HIF1A-202 
633 različic zaporedja DNA. S pregledom literature smo v treh raziskavah identificirali dve 
različici zaporedja DNA, povezani z eritrocitozo oziroma z znaki eritrocitoze (Preglednica 
12). Obe sta zabeleženi  v  podatkovni zbirki  Ensembl in imata določeno identifikacijsko 
številko SNP ID (rs). Raziskave (Percy in sod., 2003; Tanimoto in sod., 2003; Torti in sod., 
2013) navajajo pozitivne in  negativne  povezave  med različico zaporedja  DNA 
p.Pro582Ser in eritrocitozo. Percy in sod. (2013) so sekvencirali ekson 12 gena HIF1A pri 
bolnikih z idiopatično eritrocitozo in pri zdravih preiskovancih kontrolne skupine. 
Različico zaporedja DNA p.Pro582Ser so identificirali tako pri bolnikih kot preiskovancih 
kontrolne skupine, zato so zaključili, da  dotična različica zaporedja DNA ne  vpliva  na 
stabilnost in aktivnost proteina HIF1A in ni vzročna za nastanek eritrocitoze (Percy in sod., 
2003). Nasprotno so v ostalih dveh raziskavah, ki nista vključevali bolnikov z eritrocitozo, 
vendar bolnike z znaki eritrocitoze  oziroma in vitro teste, dokazali,  da  bi različica 
zaporedja  DNA p.Pro582Ser lahko  bila  povezana z eritrocitozo.  Torti in sod. (2013) so 
odkrili,  da imajo  moški  darovalci  krvi z različico zaporedja p.Pro582Ser,  večjo  vsebnost 
Hb in Ht v  krvi (Torti in sod.,  2013). Tanimoto in sod. (2003) so s funkcionalnimi 
študijami in vitro dokazali, da imajo  plazmidi z različico zaporedja  DNA p.Pro582Ser v 
genu HIF1A, večjo transkripcijsko aktivnost kot plazmidi z genom HIF1A brez mutacije. 
Enako so dokazali tudi za drugo različico zaporedja DNA, p.Ala588Thr (Tanimoto in sod., 
2003). 
 
Obe identificirani različici zaporedja  DNA se  nahajata proti  C-koncu od sekundarnega 
hidroksilacijskega mesta p.Pro564 in fosforilacijskega mesta mesta p.Ser576. Različici se 
nahajata tudi proti  C-koncu od interakcijske regije s proteinom VHL (regija  556-575 aa) 
(Slika 7). Percy in sod., 2003 so z funkcionalnimi študijami in vitro dokazali, da zamenjava 
aminokisline p.Pro582Ser ne  prepreči  hidroksilacije s  proteinom EGLN1 na  mestu 
p.Pro564, kot tudi ne prepreči vezave proteina VHL in nadaljnje razgradnje HIF1A (Percy 
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Iz zbirke ZO Primer DesignerTM Tool (Primer designer tool, 2017) smo, glede na lokacije 
navedenih ZO, izbrali smiselni in  protismiselni ZO,  ki sta  ustrezno zaobjemala celotno 
izbrano regijo.  Pri tem smo  bili  pozorni,  da so  bili ZO vsaj 30 bp  oddaljeni od tarčnih 
različic zaporedja DNA povezanih z eritrocitozo. Sekvenci smiselnega in protismiselnega 
ZO,  pridobljeni iz zbirke Primer  DesignerTM Tool, smo  nadalje  vnesli  v spletno  orodje 
Primer  BLAST, da smo  določili  Tm  obeh ZO ter  preverili specifičnost  primerjev za  gen 
EPAS1. 
 
Pri vseh treh načinih izbora ZO smo s spletnim orodjem Oligo Analyzer dodatno preverili 
nastanek  dimerov ter zank ZO (Oligo  Analyzer  Tool,  2017).  Preverili smo tudi  vsebnost 
gvaninov in citozinov (GC). 
 
4.2 OPTIMIZACIJA PCR ZA POMNOŽEVANJE IZBRANIH REGIJ GENA EPAS1 
 
Pri optimizaciji pomnoževanja smo upoštevali lastnosti ZO ter dolžino in GC v pomnoženi 
regiji. Vsaka izbrana regija ima različno dolžino in drug par ZO s specifičnimi lastnostmi, 
zato smo optimizacijo pomnoževanja za vsako regijo načrtovali ločeno.  
 
Začetne  pogoje  pomnoževanja s  kompletom reagentov za  PCR KAPA  HiFi smo izbrali 
glede  na  priporočila  proizvajalca ter  na  podlagi rezultatov  preteklih raziskav (Mencin in 
sod.,  2017; Prijatelj, 2017). Začetni  pogoji,  ki so enaki  pri  pomnoževanju  vseh treh 
izbranih regij, so navedeni v preglednici 13. Drugačna je bila le temperatura prileganja ZO. 
Ker so vse regije manjše od 1 kbp, smo čas podaljševanja nastavili na 15s in čas končnega 
podaljševanja na 1  min.  Pri začetnih reakcijah smo  uporabili  oba  pufra PCR, GC in 
Fidelity.  
 
Parametri,  ki smo jih spreminjali pri  optimizaciji reakcije PCR s  kompletom reagentov 
KAPA HiFi, so bili izbira pufra PCR, temperatura prileganja ZO, čas prileganja ZO in čas 
podaljševanja. Uspešno  optimizacijo smo  dosegli,  kadar je  bil na agaroznem in 
poliakrilamidnem  gelu prisoten le specifičen  produkt PCR ustrezne dolžine, brez t.i. 
ozadja. V primeru nespecifičnih produktov po večkratni spremembi pogojev reakcije PCR, 
smo izbrali komplet reagentov za PCR z drugo polimerazo (Amplitaq Gold) oziroma druge 
ZO.  Vse reakcije PCR smo izvedli v  več  ponovitvah, z različnimi  biološkimi  vzorci za 
optimizacijo  metode (Preglednica  2).  Vedno smo vključili tudi notranjo  kontrolo  brez 
DNA (NTC, ang. non template control), s katero smo preverili, da med pripravo reakcije 
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Preglednica 13: Začetni pogoji reakcije PCR (KAPA HiFi) za tri izbrane regije gena EPAS1 
Korak Temperatura (ºC) Čas Št. Ponovitev 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
30 Prileganje X* 15 s 
Podaljševanje 72 15 s 
Končno podaljševanje 72 1 min  1 
*Temperatura prileganja je odvisna od Tm ZO 
 
4.2.1 Optimizacija pomnoževanja eksona 9 
 
Preglednica 14: Pogoji reakcije PCR (KAPA HiFi) za izbrano regijo eksona 9 in spreminjanje pogojev 
Korak Temperatura ( ) Čas Št. Ponovitev 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
30 Prileganje 63-69* 15 s, krajšanje na 9s in 5s* 
Podaljševanje 72 15 s, krajšanje na 9s in 5s* 
Končno podaljševanje 72 1 min 1 
Pufer Fidelity ali GC* 
ZO in8F-1 / in9R-1 ali in8F-2 / in9R-2 ali in8F-3 / in9R-3* 
* – pogoji reakcije, ki smo jih spreminjali 
 
Par ZO in8F-1 / in9R-1 
 
Za optimizacijo pomnoževanja eksona 9 smo pri začetnih reakcijah uporabili smiselni ZO 
in8F-1 (Tm 63,53 ºC) in protismiselni ZO in9R-1 (Tm 64,83 ºC ) (PRIMER Blast, 2017), 
ki zaobjemata izbrano regijo z dolžino 348 bp in   53%  GC. Glede  na Tm ZO, smo za 
začetno temperaturo  prileganja izbrali  63 ºC,  ostali začetni  pogoji reakcije  PCR so 
navedeni v preglednici 13. 
 
Pri začetni reakciji so  bili produkti  PCR slabo  vidni  na  gelu (Slika  11A).  Reakcijo smo 
ponovili in zaradi  nespecifičnih  produktov izvedli  optimizacijo z izbiro  pufra,  višanjem 
temperature  prileganja in  krajšanjem časa  prileganja in  podaljševanja (Preglednica  14; 
Slika 11B, C, D). Pomnoževanje je bilo bolj uspešno s pufrom PCR Fidelity (Slika 11B) in 
zato smo za  nadaljno  optimizacijo  pomnoževanja eksona  9  uporabljali le ta PCR  pufer. 
Temperaturo  prileganja ZO smo  postopno zviševali za eno enoto  v temperaturnem 
območju od 63 ºC do 69 ºC in s tem zaostrili pogoje reakcije PCR, z namenom, da bi se 
znebili  nespecifičnih  produktov.  Pri vseh temperaturah so  bili nespecifični  produkti še 
vedno  prisotni,  količina željenega produkta  PCR pa se je zmanjševala,  kar  opazimo  kot 
tanjše in šibkejše lise na gelu (Slika 11B, C, D) Pri 69 ºC je željen produkt PCR (348 bp) 
komaj še opazen (slika 11D). Zaradi prisotnosti daljših, nespecifičnih produktov po višanju 
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4.2.3 Optimizacija pomnoževanja eksona 16 
 
Izbrano regijo v eksonu 16, z dolžino 350 bp in 56% GC, smo pomnožili s smiselnim ZO 
in15F-1 (Tm  58,76 ºC) in  protismiselnim ZO ex16R-1 (Tm 56,86 ºC) (Primer  BLAST, 
2017) (Primer  BLAST,  2017). Glede  na lastnosti ZO, smo za začetno temperaturo 
prileganja izbrali 57 ºC, ostali začetni pogoji reakcije PCR so navedeni v preglednici 13. 
 
Po začetni reakciji  PCR smo  dobili specifične tarčne produkte  PCR v  velikosti 350 bp 
(Slika  15A), vendar smo zaradi  domnevne  napake reakcijo  ponovili. Na podlagi  nizke 
vsebnosti GC v izbrani regiji (56%), smo za ponovno reakcijo uporabili le pufer Fidelity. 
Pri analizi smo na agaroznem gelu zaznali tarčni produkt PCR (350bp) kot tudi nečistoče v 
ozadju (Slika 15B), zato smo nadaljnje reakcije optimizirali z dvigom časa podaljševanja 
(Preglednica 15; Slika 15C) ter temperature prileganja (Preglednica 15; Slika 15D in E). 
 
Preglednica 15: Pogoji reakcije PCR (KAPA HiFi)  za izbrano regijo eksona 16 in spreminjanje pogojev 
Korak Temperatura (ºC) Čas Št. Ponovitev 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
30 Prileganje 57-66 15 s 
Podaljševanje 72 15 s, dvig na 30s 
Končno podaljševanje 72 1 min  1 
Pufer Fidelity ali GC 
ZO in15F-1 / ex16R-1 
* – pogoji reakcije, ki smo jih spreminjali 
 
Povišan čas podaljševanja iz  15s  na  30s ni  optimiziral reakcije PCR, saj so  v  ozadju še 
vedno  prisotni  nespecifični  produkti (Slika 15C).  Nasprotno smo s  postopnim  dvigom 
temperature prileganja iz začetnih 57 ºC na 66 ºC, ozadje odstranili (Slika 15B, D, E). Pri 
zadnji optimizaciji reakcije z  dvigom temperature, smo  uporabili  oba  pufra PCR (GC in 
Fidelity) in oba sta bila primerna za pomnoževanje dotične izbrane regije pri temperaturah 
prileganja  62 ºC in  64 ºC,  medtem  ko je  pomnoževanje  pri  66 ºC uspelo le s  pufrom 
Fidelity (Slika  15E). Pri temperaturi  prileganja  66 ºC je  bila  količina  produkta PCR še 
vedno dovolj velika, hkrati pa so produkti brez nespecifičnega ozadja, kar smo potrdili tudi 
z analizo  na  poliakrilamidnem  gelu (Slika 15F).  Vsi  končni  pogoji reakcije PCR so 
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Preglednica 16: Končni pogoji reakcije PCR (KAPA HiFi) za tri izbrane regije gena EPAS1 
  Temperatura Čas Cikli 
Ekson 9 (513bp) 
 
Začetna denaturacija 95°C 5 min 1 
Denaturacija 98°C 20 s 
30 Prileganje 65°C 15s 
Podaljševanje 72°C 15s 
Končno podaljševanje 72°C 1 min 1 
Pufer PCR Fidelity 
ZO in8F-3 / in9R-3 
Ekson 12 (511 bp) 
 
Začetna denaturacija 95°C 5 min 1 
Denaturacija 98°C 20 s 
30 Prileganje 66°C 15s 
Podaljševanje 72°C 15s 
Končno podaljševanje 72°C 1 min 1 
Pufer PCR Fidelity 
ZO in11F-2 / ex12R-2 
Ekson 16 (350 bp) 
 
Začetna denaturacija 95°C 5 min 1 
Denaturacija 98°C 20 s 
30 Prileganje 66°C 15s 
Podaljševanje 72°C 15s 
Končno podaljševanje 72°C 1 min 1 
Pufer PCR Fidelity 
ZO in15F-1 / ex16R-1 
 
4.3 REAKCIJA PCR S KOMPLETOM REAGENTOV PHUSION BLOOD DIRECT  
 
Učinkovitost kompleta reagentov Phusion  Blood  Direct  PCR smo  preverili s 
pomnoževanjem izbranih regij  gena EPAS1. Za  pomnoževanje eksonov 8,  12 in  16 smo 
uporabili enake pare ZO kot pri končni reakciji PCR s kompletom reagentov KAPA HiFi 
(preglednica 14). Temperature prileganja, ki smo jih uporabili, so bile: 70,7 ºC za par ZO  
in8F-3 / in9R-3; 71,6 ºC za  par ZO in11F-2 / ex12R-2 in  62,3 ºC za  par ZO in15F-1 / 
ex16R-1. Pogoji reakcij PCR so navedeni v poglavju 3.3.3.4. (preglednica 9). Za pripravo 
reakcij smo  uporabili  dva  vzorca  krvi z različnima koncentracijama (Kri1 in Kri2) ter 
izolirano DNA (V5). 
 
Analiza pomnoženih produktov na agaroznem gelu je pokazala, da je pomnoževanje vseh 
treh izbranih regij  gena EPAS1 s  kompletom reagentov Phusion  Blood  Direct  PCR, 
uspešno (slika 16). Rezultati kompleta reagentov Phusion Blood Direct PCR so primerljivi 
z rezultati  pomnoževanja s  kompletom reagentov za  PCR  KAPA  HiFi,  po  končni 
optimizaciji  pogojev. Vsi  produkti PCR, pomnoženi iz  vzorcev  krvi, so bili čisti, 
nespecifični produkti v ozadju niso bili prisotni. Nasprotno pa se je pri analizi produktov, 
pomnoženih iz vzorcev izolirane DNA, pokazalo, da je prisotnih veliko nečistoč v ozadju. 
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Glede na lokacijo lis na agaroznem gelu, so imele vse izbrane regije ustrezno velikost: 513 
bp (ekson 9), 511bp (ekson 12) in 350 bp (ekson 16). 
 
 
Slika 16: Rezultat pomnoževanja izbranih regij eksonov 9, 12 in 16 s kompletom Phusion Blood Direct PCR. 
L – mešanica fragmentov DNA z znanimi velikostmi, V5 - vzorec izolirane DNA, Kri 1– vzorec krvi z 10% 
koncentracijo, Kri 2 – vzorec krvi z 5% koncentracijo.  
 
4.4 ANALIZA MUTACIJ V IZBRANIH REGIJAH GENA EPAS1 PRI BOLNIKIH IN 
PREISKOVANCIH KONTROLNE SKUPINE 
 
Optimizirane metode PCR s končnimi pogoji, navedenimi v preglednici 16, smo uporabili 
za  pomnoževanje izbranih regij v eksonih 9,  12 in  16  gena EPAS1 pri štirih  bolnikih z 
eritrocitozo  neznanega  vzroka (B1,  B2,  B11,  B21) in  dveh preiskovancih kontrolne 
skupine (Z2,  Z3), vključenih  v raziskavo.  Specifičnost in čistost  pomnoženih regij smo 
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Slika 17: Rezultat pomnoževanja izbranih regij eksona 9, 12 in 16 pri bolnikih. Slika A prikazuje pomnožene 
izbrane regije v eksonu 9 (513 bp). Slika B prikazuje pomnožene izbrane regije v eksonu 12 (511 bp). Slika 
C prikazuje  pomnožene izbrane regije  v eksonu  16 (350  bp). L – mešanica fragmentov  DNA z znanimi 
velikostmi, NTC – notranja kontrola brez DNA, B – bolnik, Z –zdrav preiskovanec kontrolne skupine 
 
Produkte PCR smo očistili ter poslali v podjetje GATC, kjer so izvedli sekvenčne reakcije 
(GATC).  Z nadaljnjo analizo sekvenčnih  podatkov smo ovrednotili kakovost sekvenc ter 
preverili prisotnost izbranih različic zaporedja DNA, navedenih v preglednici 12, kot tudi 
prisotnost novih različic. 
 
Kakovost (čitljivost) sekvenčnih podatkov smo  v obliki elektroferograma analizirali  v 
programu Chromas. Vsak nukleotid (A, T, C, G) je na elektroferogramu označen s svojo 
barvo. Čitljiva sekvenca ima enakomerno porazdeljene, tanke vrhove (ang. peak), ki se ne 
prekrivajo (Slika  18A).  Pri dobro čitljivi sekvenci tudi ni  prisotnih sekundarnih (nižjih) 
vrhov,  ki  predstavljajo šum (ang. background  noise)  oziroma  pomnožene  nespecifične 
produkte PCR (Slika  18B).  Elektroferogram smo tudi  natančno  pregledali, če je prisoten 
heterozigotni alel,  kar  opazimo  kot  dvojni  vrh (Slika  18C). S  programom  Chromas smo 
sekvenco v obliki elektroferograma uredili, tako da smo odstranili del sekvence na začetku 
in na koncu s slabšo čitljivostjo. Začetnih in končnih 50 bp sekvence ima zaradi prileganja 
ZO, slabšo čitljivost in zato  branje sekvence  na teh  mestih  ni zanesljivo. Nato smo, s 
spletnim  orodjem za  primerjavo sekvenc  BLAST (Altschul in sod.,  1990; Basic local 
alignment search tool - BLAST,  2017), sekvenco  primerjali z vsemi referenčnini 
sekvencami (RefSeq) v človeškem genomu ter s tem preverili, ali smo pomnožili ustrezno 


















B1# B2# NTC#L# Z3# B11#B21#
A#
B1# B2# NTC#L# Z3# B11#B21# B1# B2# NTC#L# Z3# B11# B21#
B# C#
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Slika 18: Primeri elektroferogramov čitljivih in  nečitljivih sekvenc ter  heterozigotnega alela.  Slika A 
prikazuje  primer  kvalitetne sekvence.  Slika B prikazuje  primer  nekvalitetne sekvence.  Slika C prikazuje 
pojav heterozigotnega alela na elektroferogramu. Modra – nukleotid citozin (C); črna – nukeotid gvanin (G); 
zelena – nukeotid adenin (A); rdeča – nukeotid timin (T). 
 
Rezultati analize kakovosti sekvenc so pokazali, da so bile sekvence pri vseh štrih bolnikih 
(B1, B2, B11 in B21) in obeh preiskovancih kontrolne skupine (Z2 in Z3) ustrezno čitljive, 
brez sekundarnih  nespecifičnih  pomnožkov.  Primerjava sekvenc z  orodjem BLAST je 
potrdila, da so vse sekvence specifične in ustrezajo željenim izbranim regijam v eksonih 9, 
12 in  16  gena EPAS1 ter da so primerne za  nadaljne primerjalne analize, s  katerimi smo 
želeli identificirati različice zaporedja DNA.  
 
Z  orodji  BLAST (Altschul in sod.,  1990; Basic local alignment search tool - BLAST, 
2017) in Clustal Omega (Clustal Omega, 2017; Sievers in sod., 2011) smo za identifikacijo 
različic zaporedja DNA primerjali sekvence bolnikov (B1, B2, B11 in B2) proti referenčni 
sekvenci (RefSeq ID NG_016000.1.) in sekvencama preiskovancev kontrolne skupine (Z2 
in  Z3). V izbranih regijah eksona  12 in  16  ni  bilo  prisotnih različic zaporedja  DNA  pri 
nobenem  od štirih  bolnikov (B1,  B2,  B11 in  B21),  prav tako tudi  pri  nobenem od 
preiskovancev kontrolne skupine (Z2 in Z3), saj so bile vse sekvence identične referenčni 
sekvenci. Nasprotno smo pri  vseh  bolnikih (B1,  B2,  B11 in  B21) in preiskovancu 
kontrolne skupine iz prve družine (Z3) identificirali dve različici zaporedja DNA v izbrani 
regiji eksona  9, c.C1035-7G in c.C1249+151T (Slika  19,  Priloga  B). Nobena  od obeh 
različic se ne nahaja na mestu različice p.Phe374Tyr v eksonu 9 (preglednica 12), ki je bila 
glede  na literaturo  predhodno  povezana z eritrocitozo, temveč sta locirani v intronskih 
regijah,  ki ekson  obdajata (slika 20). Obe različici zaporedja  DNA sta  vnešeni  v 
podatkovno zbirko Ensembl in imata identifikacijsko številko SNP ID (rs). Povezave med 
različico c.C1249+151T nismo zasledili v kliničnih raziskavah, medtem  ko je  bila,  glede 
na podatkovno zbirko ClinVar (ClinVar, 2017; Landrum in sod., 2016) različica c.C1035-
7G identificirana pri določanju zaporedja  bolnikov z eritrocitozo s sekvenciranjem po 
metodi NGS (Ilumina Clinical Services Laboratory, 2017). V podatkovni zbirki ClinVar je 
različica c.C1035-7G opredeljena  kot  neškodljiva (ang. benign) in  v podatkovni zbirki 
Ensembl kot spojitvena  varianta  na  mestu izrezovanja (ang. splice region variant) 
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Pri pregledu literature smo ugotovili, da se več kliničnih raziskav pri bolnikih z eritrocitozo 
osredotoča  na  določanje zaporedij v  genu EPAS1 kot  v  ostalih  dveh izoformah HIFA, 
HIF1A in  HIF3A. Posledično smo tudi  največ različic zaporedja  DNA, povezanih z 
eritrocitozo  našli  v  genu EPAS1:  v  genu HIF1A smo  našli 2 različici, v  genu EPAS1 12 
različic in v genu HIF3A 2 različici (Preglednica 12). Vse različice zaporedja DNA v genih 
EPAS1 in HIF3A so bile identificirane pri bolnikih z eritrocitozo, v nasprotju z različicama 
v  genu HIF1A (p.Pro582Ser in p.Ala588Thr), ki sta  bili identificirani le pri  bolnikih z 
drugimi  bolezenskimi stanji (Torti in sod.,  2013) oziroma vključeni v študije in vitro 
(Percy in sod., 2003; Tanimoto in sod., 2003). Večino različic v genu EPAS1 so odkrili pri 
bolnikih z družinsko anamnezo eritrocitoze. Različica v genu EPAS1, p.Gly537Arg je bila 
identificirana  pri  več  nesorodnih  družinah (Gale in sod.,  2008; Percy in sod.,  2008a; 
Perota in sod.,  2013) in je,  poleg p.Met535Val in p.Gly537Trp, zabeležena  v katalogu 
OMIM kot vzročna mutacija za družinsko eritrocitozo (DE) tipa 4 (ECYT4). Nasprotno so 
bile različice v genih HIF3A in HIF1A identificirane le v eni klinični raziskavi in nobena ni 
vključevala bolnikov s pojavom eritrocitoze v družini. Iz literature je tako razvidno, da se 
največ različic zaporedja  DNA s  potrjenim  vzrokom za družinsko eritrocitozo,  nahaja  v 
genu EPAS1. S tem rezultatom smo podprli našo odločitev, da je za razvoj diagnostičnega 
testa eriztocitoze najbolj smiselno izbrati gen EPAS1. 
 
Rezultati  pregleda literature so skladni z  dejstvom,  da  protein EPAS1, izmed  vseh treh 
izoform HIFA, velja kot primarni transkripcijski regulator gena EPO in kot tak vpliva na 
zorenje eritrocitov. Pri tem pa ne gre zanemariti dejstva, da je zgradba vseh treh izoform 
izredno podobna, prav tako pa sta HIF1A in HIF3A domnevno vpletena v nekatere druge 
fiziološke procese, ki sprožijo povečano produkcijo eritrocitov, kot sta metabolizem železa 
ter izražanje EPOR. Zato bi bilo smiselno biološke funkcije genov HIF1A in HIF3A bolj 
podrobno raziskati ter v klinične preiskave bolnikov z idiopatsko eritrocitozo vključiti tudi 
ta dva gena. 
 
Med  pregledom literature smo  velikokrat  naleteli  na  pomankljive  podatke,  kar  nam je 
otežilo  umestitev zbranih različic  na zaporedja izbranih genov in  proteinov.  Zato smo 
informacije iz literature nadgradili s podatki iz podatkovnih zbirk in jih sistematično uredili 
v  preglednici.  Za lažji  pregled različic zaporedja  DNA  na  določenem  genu,  bi  bilo 
priporočljivo  predstavitev informacij  o različicah zaporedja  DNA  v študijah  poenotiti. 
Največ težav smo imeli  pri  določanju lokacij različic zaporedja  DNA  na  genu HIF3A, 
zaradi prisotnosti različnih prepisov. Večina raziskav zgradbe in funkcije proteina HIF3A 
je izvedenih na  najdaljšem prepisu (HIF3A-205), na  katerem so  določene tudi lokacije 
domen in postranslacijskih  modifikacij.  Cramps in sod.,  2016 so  v raziskavi lokacije 
različic  določili  na krajšem prepisu  HIF3A-202 (identifikacijska številka  RefSeq 
NM_022462). Zaradi lažje  primerjave z  mesti postranslacijskih modifikacij, smo s 
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pomočjo podatkovne zbirke Ensembl, lokacije različic zaporedja DNA prenesli na najdaljši 
prepis, HIF3A-205. 
 
Po izboru iz literature, smo različice zaporedja DNA umestili na zaporedja izbranih genov 
in  proteinov ter  primerjali lokacije različic z lokacijami  postranslacijskih  modifikacij in 
vezavnih  mest za  protein VHL. Izbrani različici  v  genu HIF1A in  večina različic  v  genu 
EPAS1 (10 od 12 različic) so v eksonu 12, v domeni ODD, v kateri se nahajajo pomembna 
mesta za postranslacijske modifikacije in vezavo proteinov EGLN1 in VHL, ki vplivajo na 
stabilnost in aktivnost proteinov HIFA.  Različici  gena HIF1A ležita proti  C-koncu od 
sekundarnega hidroksilacijskega mesta p.Pro564 in interakcijske regije s proteinom VHL 
(Slika 7). Podobno se različice zaporedja DNA v eksonu 12 gena EPAS1 nahajajo proti C-
koncu od sekundarnega hidroksilacijskega mesta p.Pro531, na izredno strnjenem območju 
27 bp (9 aa),  kar  kaže  na  pomembnost aminokislinskih  ostankov  na tem  delu  proteina 
(Slika  8). Različice  v eksonu  12  gena EPAS1 so  1-27  bp (1-9 aa) oddaljene  od 
sekundarnega  hidroksilacijskega  mesta p.Pro531. Vseh 10 različic  v eksonu  12  gena 
EPAS1 je  bilo identificiranih  pri  bolnikih z  družinsko anamnezo eritrocitoze.  Različice 
zaporedja  DNA, katerih  posledica so zamenjave aminokislin  na mestih p.Met535 in 
p.Gly537 proteina EPAS1, se največkrat pojavljajo v literaturi in so edine identificirane kot 
vzročne za eritrocitozo  v katalogu OMIM.  Mesti p.Met535 in p.Gly537 se  nahajata  med 
dvema regijama (528-533 in  539-542 aa),  kamor se  veže proteina  VHL.  Percy in sod., 
2008a navajajo, da zamenjave aminokislin zaradi različice  v tem vmesnem  delu gena, 
razdelijo dve vezavni regiji in onemogočajo vezavo proteina VHL in nadaljnjo razgradnjo 
proteina EPAS1 v normoksičnih pogojih. To je ena od možnih razlag, zakaj se različice z 
vplivom na spremembe  proteina  EPAS1  na teh  dveh  mestih (p.Met535 in p.Gly537), 
najpogosteje pojavljajo pri bolnikih z eritrocitozo. Dodatno Percy in sod., 2012 navajajo, 
da je mesto p.Met535 glede na tridimenzionalno struktruro proteina HIF1A in poravnavo z 
EPAS1, verjetno pomembno interakcijsko mesto za vezavo proteina EGLN1 (Percy et al., 
2012). Drugi različici, identificirani v eksonu 9 (p.Phe374Tyr) in eksonu 16 (p.Met822Thr) 
v genu EPAS1, sta od hidroksilacijskih mest bolj oddaljeni kot različice zaporedja DNA v 
eksonu  12.  Podobno je tudi različica zaporedja  DNA  v eksonu  9 (p.Ala368Asp)  v  genu 
HIF3A približno  40 aa oddaljena  od  primarnega  hidroksilacijskega  mesta p.Pro406,  kar 
kaže na manj verjeten neposreden vpliv različice na postranslacijsko modifikacijo. 
 
Vse različice zaporedja  DNA,  ki smo jih  odkrili v eksonu  12 gena EPAS1, so  bile 
heterozigotne, kar potrjuje, da se bolezen eritrocitoza deduje avtosomno dominantno in da 
je en bolezenski alel  dovolj, da se izrazi  bolezenski fenotip.  V literaturi so  opisane le 
drugačnosmiselne  mutacije (ang. missense  mutation), saj  bi  nesmiselne  mutacije (ang. 
nonsense mutation) ali pa premik bralnega okvirja (ang. frameshift mutation) lahko vodile 
do izreza C-konca. Ker ima C-konec pomembno vlogo pri aktivaciji transkripcije tarčnih 
genov, bi bilo možno, da nesmiselne mutacije ali premik bralnega okvirja ne bi vplivali na 
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povečano aktivacijo transkripcije  gena EPO in  dalje  na  povečano število eritrocitov  v 
normoksičnih pogojih.  
 
Domnevali smo,  da različice zaporedja  DNA  v  neposredni  bližini regulatornih in 
interakcijskih regij, lahko vplivajo na te regije in s tem na stabilnost in aktivnost proteina 
HIFA. Percy in sod,  2003 so s funkcionalnimi študijami in vitro pokazali,  da različici  v 
eksonu  12  gena HIF1A ne  vplivata na  hidroksilacijo  na  mestu p.Pro564 in na vezavo 
proteina VHL ter tako  ne  povečata stabilnosti  proteina HIF1A v  normoksičnih  pogojih. 
Nasprotno so funkcionalne študije različic  v eksonu  12  gena EPAS1 dokazale,  da le-te 
onemogočijo hidroksilacijo na mestu p.Pro531 in vezavo proteina VHL ter tako vplivajo 
na večjo stabilnost proteina v normoksičnih pogojih (Lorenzo in sod., 2013; van Wijk in 
sod, 2010; Percy in sod., 2012; Percy in sod., 2008b; Perota in sod., 2013; Furlow in sod., 
2009). Funkcionalne študije različice p.Phe374Tyr, ki se  nahaja  proti N-koncu od 
primarnega hidroksilacijskega mesta p.Pro406, so pokazale, da različica vpliva na vezavo 
proteina VHL. Funkcionalnih študij vpliva različice v eksonu 16 gena EPAS1 in različic v 
genu HIF3A na funkciji proteinov EPAS1 in HIF3A nismo zasledili. Glede na številčnost, 
bližino  postranslacijskih  modifikacij in funkcionalne študije smo zaključili,  da se  vroče 
območje (ang. hot spot) različic zaporedja DNA v povezavi z eritrocitozo nahaja v eksonu 
12  gena EPAS1. V  diagnostični test smo tako  vključili  pomnoževanje izbrane regije  v 
eksonu 12 in, kljub temu, da se v njih nahaja le po ena različica zaporedja DNA povezana 
z eritrocitozo, tudi izbrani regiji v eksonih 9 in 16. Laboratoriji v tujini v diagnostične teste 
za identifikacijo različic povezane z eritrocitozo v genu EPAS1, praviloma vključujejo le 
izbrane regije v eksonih 9 in 12. 
 
Za razvoj diagnostičnega testa za identifikacijo različic  v  genu EPAS1 smo najprej 
optimizirali pomnoževanje izbranih regij z reakcijo PCR. Cilj optimizacije je bil pridobitev 
čistih produktov PCR izbranih regij, z ustreznimi velikostmi, brez nespecifičnih produktov 
v ozadju, kar smo po koncu optimizacije dosegli pri vseh treh izbranih regijah v eksonih 9, 
12 in  16. Za  optimizacijo smo  na začetku  uporabili komplet reagentov za  PCR KAPA 
HiFi, saj se ta  uporablja tudi v SHL Kliničnega  oddelka za  hematologijo, kjer  bodo 
diagnostični test uporabljali v  diagnostičnih  postopkih. Vse reakcije  PCR smo izvedli z 
dvema biološkima ponovitvama. V primeru, da optimizacija s tem kompletom reagentov ni 
bila  uspešna, smo  uporabili  drug komplet reagentov za  PCR (Amplitaq  Gold).  Eden  od 
ključnih ukrepov za bolj specifično pomnoževanje je bila tudi zamenjava ZO. 
 
Začetne reakcije PCR za pomnoževanje izbranih regij niso bile vedno uspešne, saj so bili v 
nekaterih  primerih odseki  PCR na agaroznem  gelu zelo šibki oziroma  niso bili opazni 
(Slika  11A; Slika  13A; Slika  15A). Še  najbolj  uspešno je  bilo  pomnoževanje eksona  16, 
kjer so bili pomnoženi produkti prisotni pri treh od štirih reakcij, kot je razvidno iz slike 
15A. Vsi produkti PCR po prvi reakciji so bili čisti, brez nespecifičnega ozadja, kar je bil 
lažno pozitivni rezultat, saj so se pri ponovitvi reakcij nespecifični produkti pojavili. Vzrok 
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za  neuspele začetne reakcije PCR bi lahko  bil  napaka  pri  pipetiranju  oziroma slabše 
mešanje polimeraze DNA pri dodajanju reagentov.  
 
Nadaljna  optimizacija  pomnoževanja izbrane regije  v eksonu  16 se je izkazala  kot 
nezahteven proces, saj smo z dvigovanjem temperature prileganja ZO iz začetnih 57 ºC na 
končnih 66 ºC, dobili čiste specifične produkte za sekvenčno reakcijo. Pri pomnoževanju 
sta  bila  uspešna  oba  pufra PCR,  GC in Fidelity,  kar je  glede  na  nizko  vsebnost  GC  v 
izbrani regiji (56%)  presenetljivo.  Po priporočilih  proizvajalca (KAPA  Biosystems) je 
namreč pufer GC  primeren za regije  bogate z  GC (>70%),  medtem  ko se  pufer Fidelity 
priporoča za pomnoževanje izbranih regij z nižjo vsebnostjo GC. Pufer GC ni bil uspešen 
le  pri  končni temperaturi  prileganja ZO,  66 ºC, vendar  predvidevamo,  da je vzrok za to 
verjetno napaka pri pipetiranju. 
 
Pri pomnoževanju s primarnimi pari ZO v eksonu 9 (in8F-1 / in9R-1) in eksonu 12 (in11F-
1 / in12R-1) smo imeli več težav.  Za  pomnoževanje izbrane regije  v eksonu  9 smo 
uporabili tri  načine optimizacije - višanje temperature  prileganja ZO,  krajšanje časa 
prileganja in podaljševanja ter uporaba drugega kompleta reagentov za PCR AmplitaqGold 
– vendar se  pri  nobenem  načinu  nismo znebili  neželjenih  produktov. Pri  višanju 
temperature  prileganja ZO se je,  v  nasprotju s  pričakovanji, število  nespecifičnih 
produktov v ozadju povečalo (Slika 11B in Slika 11C). Za večjo čistost produktov PCR pri 
začetnih dvigih temperature je lahko krivo nezadostno delovanje polimeraze DNA, zaradi 
slabšega mešanja polimeraze DNA pri dodajanju v reakcijo ali zaradi dolgotrajne uporabe 
in  posledično izgube optimalne aktivnosti encima.  Pri  dvigovanju temperature se je 
zmanjševala  količina željenega produkta PCR,  kar je  normalna  posledica  dviga 
temperature  prileganja ZO (Slika  11D).  Kot smo  pričakovali, se je  pri  večini  kombinacij 
krajšega časa  prileganja in  podaljševanja, število  daljših  nespecifičnih  produktov 
zmanjšalo, vendar produkt še vedno ni bil ustrezen za nadaljnjo analizo. Pri pomnoževanju 
izbranih regij iz različnih bioloških vzorcev pod enakimi  pogoji, smo  po analizi  na 
agaroznem gelu opazili velike razlike v čistosti pomnoženih produktov PCR (Slika 11F). 
Pomnoževanje s kompletom reagentov Amplitaq Gold je  bilo  v  primerjavi s  kompletom 
reagentov KAPA  HiFi manj uspešno, saj smo zasledili  več  nespecifičnih  produktov  v 
ozadju (Slika  11G). Da  bi odstranili daljše nespecifične produke, bi lahko  optimizacijo 
nadaljevali z zmanjšanjem števila ciklov ter s spreminjanjem koncentracije magnezijevega 
klorida (MgCl2). Vendar smo se v tem primeru raje odločili za uporabo drugih ZO. 
 
Največ težav s pridobivanjem specifičnih produktov smo imeli pri pomnoževanju izbrane 
regije v eksonu 12 z začetnim parom ZO. Tako pri začetni reakciji kot pri optimizaciji z 
višanjem temperature prileganja ZO, izbrane regije niso bile vidne na gelu, prisotnih pa je 
bilo veliko  nespecifičnih  produktov.  Vzroka za težave  pri  pomnoževanju eksona  12 z 
začetnim  parom ZO nismo  odkrili.  Omenjeni  par ZO je  bil  predhodno  uporabljen že  v 
drugih študijah (Percy in sod., 2008a; Percy in sod, 2008b; Furlow in sod., 2009) in v vseh 
 
Kristan A. Analiza genetske variabilnosti s hipoksijo induciranih .. dejavnikov pri družinski eritrocitozi 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
58 
so pomnoženi specifični produkti bili primerni za nadaljno sekvenčno reakcijo. Pogoji, ki 
so jih uporabili pri reakciji PCR ter tipi kompletov reagentov za PCR v raziskavah niso bili 
navedeni, zato jih ne moremo primerjati z našimi pogoji in našimi kompleti reagentov. 
 
Zamenjava ZO se je tako pri eksonu 9 kot tudi eksonu 12 izkazala kot pravilna odločitev, 
saj smo  pridobili čiste  produkte  na agaroznem in  poliakrilamidnem  gelu že  v začetnih 
reakcijah PCR. Pomnoževanje v obeh regijah je bilo z obema paroma ZO bolj uspešno s 
pufrom Fidelity, kar je skladno z nizko vsebnostjo GC v izbranih regijah (53% - 59%).  
 
Pomnoževanje vseh treh izbranih regij (ekson 9, 12 in 16) smo preverili tudi s kompletom 
reagentov za  PCR Phusion  Blood  Direct  PCR. Namen  uporabe  kompleta reagentov 
Phusion Blood Direct PCR je hitrejša analiza brez predhodne izolacije DNA. Presenetljivo 
so  bili  produkti PCR pomnoženi iz  vzorcev  krvi z  optimalno  delujočimi ZO, že  po  prvi 
reakciji,  brez  optimizacije  pogojev, čisti in specifični.  Rezultati kompleta reagentov 
Phusion Blood Direct PCR so primerljivi z rezultati pomnoževanja s kompletom reagentov 
za  PCR, KAPA  HiFi  po  končni  optimizaciji  pogojev. Med  produkti, pridobljenimi iz 
vzorcev  krvi z različno  koncentracijo (5% in  10%),  ni  bilo  opazne razlike  v  količini 
produktov PCR ter  v specifičnosti.  Pomnnoževanje je  bilo  manj  uspešno iz  vzorcev 
izolirane DNA, saj je prisotnih veliko nespecifičnih produktov. Razlogi za to so verjetno 
visoke  koncentracije  DNA ali  dejstvo,  da  DNA  ni  bila  predhodno  očiščena.  Vsekakor  bi 
uporaba kompleta reagentov Phusion  Blood  Direct  PCR za  pomnoževanje izbranih regij 
gena EPAS1 v diagnostičnih laboratorijih, olajšala in skrajšala čas analize, saj predhodna 
izolacija DNA iz krvi in priprava vzorcev ne bi bila potrebna. 
 
S končnimi pogoji reakcije PCR, ki smo jih določili z optimizacijo PCR (Preglednica 16), 
smo pomnožili izbrane regije gena EPAS1 iz vzorcev izolirane DNA bolnikov in zdravih 
preiskovancev kontrolne skupine ter produkte PCR po čiščenju poslali v podjetje, kjer so 
določili  nukleotidna zaporedja (sekvenčne rekacije).  Vsi  produkti PCR na 
poliakrilamidnem gelu so bili ustrezno čisti in specifični (Slika 17), s čimer smo potrdili, 
da so pogoji reakcije PCR optimalni. Uspešno optimizacijo reakcije PCR smo potrdili tudi 
z analizo sekvenčnih  podatkov.  Pri  vseh sekvencah ni  bilo  prisotnih sekundarnih  vrhov 
oziroma šuma (ang. background noise) na elektroferogramu, vrhovi pa so bili enakomerno 
porazdeljeni.  To dokazuje, da smo  po reakciji PCR pridobili ustrezno čiste  produkte, 
katerim smo lahko uspešno določili zaporedje DNA. 
 
V nadaljevanju smo s primerjavo sekvenc bolnikov in preiskovancev kontrolne skupine z 
referenčno sekvenco, preverili ustreznost pomnoženih izbranih regij ter prisotnost različic 
zaporedja DNA. Vse izbrane regije so imele ustrezno zaporedje DNA. Analiza sekvenčnih 
reakcij je pokazala, da preiskovanci nimajo izbranih različic zaporedja DNA, povezanih z 
eritrocitozo, v izbranih regijah gena EPAS1, ki so navedene v preglednici 12. Identificirali 
pa smo  dve novi različici zaporedja  DNA  v izbrani regiji eksona  9, c.C1035-7G in 
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c.C1249+151 pri bolnikih (B1,  B2,  B11,  B21) in zdravem  družinskem članu (Z3) (Slika 
19, Priloga B). Obe različici se nahajata v intronskih regijah (Slika 20) in tako ne vplivata 
neposredno na spremembi aminokislin.  Različica zaporedja  DNA c.C1035-7G lahko 
vpliva na funkcijo proteina, saj se nahaja na izrezovalnem mestu v intronu 8. Na ta način bi 
lahko  v  procesu alternativnega izrezovanja  nastali  drugačni  proteini,  ki  bi imeli 
spremenjeno funkcijo.  
 
Zanimiv podatek je, da so vsi štirje bolniki na mestu različice c.C1035-7G homozigoti za 
alel G (genotip G), medtem ko je zdrava mati (Z3) heterozigot (genotip CG), nesorodni 
preiskovanec kontrolne skupine (Z2) pa ima oba alela v skladu z referenčnim zaporedjem 
(ang. wild type,  WT) (genotip CC) (preglednica  17, slika  21).  Na  prvi  pogled  prisotnost 
homozigotnega genotipa  GG pri  bolnikih in  prisotnost  homozigotnega genotipa  CC pri 
preiskovancu kontrolne skupine nakazuje  na  povezavo  med različico zaporedja c.C1035-
7G in  bolezenskim fenotipom.  Vendar je tudi preiskovanec kontrolne skupine (Z3) s 
heterozigotnim genotipom CG zdrav, kar ni v skladu s predhodnimi kliničnimi raziskavami 
na  genu EPAS1,  pri  katerih so se različice zaporedja  pri  bolnikih z eritrocitozo  vedno 
nahajale v heterozigotnem genotipu (Camps in sod., 2016). Različica zaporedja c.C1035-
7G bi bila lahko vzročna za nastanek eritrocitoze le v primeru, če bi se bolezen dedovala 
avtosomno recesivno,  namesto avtosomno  dominantno, kot je  bilo  potrjeno  v študijah. 
Podobno lahko trdimo za različico zaporedja DNA c.C1249+151, kljub temu, da smo pri 
enem od bolnikov (B21) identificirali heterozigotni genotip CT. 
 
V podatkovni zbirki ClinVar (ClinVar,  2017; Landrum in sod.,  2016) je navedeno,  da je 
bila različica zaporedja DNA c.C1035-7G določena v raziskavi z metodo NGS pri bolnikih 
z eritrocitozo (Ilumina  Clinical  Services Laboratory,  2017), medtem  ko različica 
c.C1249+151 v  podatkovni zbirki  ClinVar  ni  omenjena.  V  podatkovni zbirki  ClinVar je 
različica c.C1035-7G opredeljena  kot  neškodljiva (ang. benign),  kar  pomeni, da  nima 
vpliva  na funkcijo  proteina, je pogosta v splošni  populaciji ter  ni  bila  povezana z 
eritrocitozo  v  kliničnih raziskavah (ClinVar,  2017; Landrum in sod.,  2016). To je še 
dodaten  dokaz,  da sprememba  nukleotida  na  mestu različice c.C1035-7G verjetno  ni 
vzročna za  nastanek eritrocitoze  pri  bolnikih, vključenih  v  našo raziskavo.  Za  potrditev 
vpliva identificirane različice zaporedja  DNA  na funkcijo  proteina,  bi  bilo  potrebno 
narediti  dodatne funkcionalne študije ter  pregledati  večje število bolnikov z  družinsko 
anamnezo eritrocitoze ter njihovih zdravih sorodnikov. 
 
Zaradi številnih  genetskih  vzrokov  družinske eritrocitoze,  bi  bilo  potrebno  v  nadaljnjo 
diagnostično analizo bolnikov z eritrocitozo vključiti še druge gene. V prihodnje bo tako 
potrebno razviti diagnostične teste še za ostale gene, ki so vpleteni v regulacijo nastajanja 
eritrocitov in  dosedaj še  niso  bili  vključeni.  Pri tem  bi  bilo  priporočljivo  podrobneje 
raziskati  vloge  proteina  HIF1A in različnih  prepisov  HIF3A  pri  odgovoru celice  na 
pomanjkanje kisika.  
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V okviru magistrskega dela smo preverili tri hipoteze. Z genetskimi raziskavami kliničnih 
vzorcev in raziskavami prosto dostopnih podatkov smo vse tri hipoteze potrdili. 
Oblikovali smo naslednje sklepe: 
 
• Izmed treh genov družine HIFA se največ z eritrocitozo  povezanih različic 
zaporedja  DNA  nahaja  v  genu EPAS1, saj smo iz literature zbrali  12 različic 
zaporedja DNA v genu EPAS1 ter v vsakem od genov HIF1A in HIF3A le po dve 
različici zaporedja  DNA. Vse različice zaporedja  v  genu EPAS1 so  bile 
identificirane v kliničnih raziskavah pri bolnikih z eritrocitozo, nekatere tudi pri več 
bolnikih. S tem smo podprli našo odločitev, da v diagnostični test za identifikacijo 
različic vključimo gen EPAS1. 
 
• Potrdili smo  hipotezo 1,  ki se  glasi: različice zaporedja  DNA,  povezane z 
eritrocitozo, se  nahajajo znotraj regulatornih  mest,  ki imajo  vpliv  na funkcijo 
proteina HIFA. 
Različice nukleotidnega zaporedja HIFA, povezane z eritrocitozo, so v bližini mest 
postranslacijskih  modifikacij ter  vezavnih  mest,  ki vplivajo na stabilnost in 
aktivnost  proteina  HIFA. Deset različic  v  genu EPAS1 je  1-27 bp (1-9 aa) 
oddaljenih od hidroksilacijskega mesta s proteinom EGLN1 in se nahajajo v ter v 
nekaterih  primerih  med vezavnima mestoma za  protein  VHL. Prav tako se  obe 
različici  v  genu HIF1A nahajata v bližini hidroksilacijskega  mesta s  proteinom 
EGLN1 (oddaljenost 52 in 70 bp) ter vezavnega mesta za protein VHL (oddaljenost 
19 in 37 bp). Hidroksilacijska mesta za protein EGLN1 in vezavno mesto za protein 
VHL so ključna regulatorna mesta, ki uravnavajo proces razgradnje proteina HIFA. 
 
• Vroče območje (ang. hot spot) različic zaporedja DNA v povezavi z eritrocitozo se 
nahaja v eksonu 12 gena EPAS1. V eksonu 12 se na območju 27 bp (9 aa) nahaja 
10  od 12 različic zaporedja  DNA, povezanih z eritrocitozo. Vse so  v  neposredni 
bližini sekundarnega  hidroksilacijskega  mesta ter  vezavnih  mest za  protein  VHL, 
na  katere  dokazano  vplivajo. Zato smo  v  diagnostični test  vključili kandidatno 
regijo v eksonu 12, kot tudi regiji v eksonu 9 in 16, v katerih je bila identificirana 
po ena različica. 
 
• Pregled literature je  pokazal,  da so informacije  o različicah zaporedja  DNA  v 
literaturi  pomanjkljive,  način  podajanja informacij  pa se med študijami razlikuje. 
Zato smo informacije iz literature dopolnili z informacijami iz podatkovnih zbirk, 
jih sistematično uredili v preglednici ter poenotili nomenklaturo različic v skladu s 
priporočeno nomenklaturo po Human Genome Variation Society (HGVS). Za lažji 
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pregled različic zaporedja DNA bi bilo priporočljivo način podajanja informacij o 
različicah zaporedja DNA v prihodnjih študijah poenotiti. 
 
• Potrdili smo hipotezo 2, ki se glasi: na osnovi genetske variabilnosti gena EPAS1 
je možno razviti nov diagnostični test za opredelitev družinske eritrocitoze. 
Uspešno smo razvili nov diagnostični test za identifikacijo različic zaporedja DNA 
v  genu EPAS1 pri  bolnikih z idiopatično eritrocitozo. Pri tem smo ustrezno 
optimizirali pogoje pomnoževanja za tri izbrane regije - ekson 9, 12 in 16, saj smo 
po optimizaciji pridobili čiste in specifične  produkte  PCR. V tujini sta  v 
diagnostični test za  družinsko eritrocitozo vključeni le tarčni regiji  v eksonu  9 in 
eksonu 12 gena EPAS1. V prihodnje se bo uveden diagnostični test, skupaj s testi 
identifikacije različic v  drugih  genih, uporabljal za  klinično  diagnostiko  pri 
bolnikih z idiopatično eritrocitozo  v  Sloveniji (SHL,  Klinični  oddelek za 
hematologijo, UKC Ljubljana). 
 
• Ugotovili smo,  da lahko z  uporabo  kompleta reagentov za  PCR, Phusion  Blood 
Direct  PCR, uspešno  pomnožimo regije  v eksonu  9,  12 in  16  gena EPAS1 
neposredno iz krvi, brez predhodne izolacije DNA, saj so bili produkti PCR čisti in 
specifični ter  primerljivi z rezultati  kompleta reagentov  KAPA  HiFi. Uporaba 
kompleta reagentov  Phusion  Blood  Direct  PCR za  pomnoževanje regij  gena 
EPAS1, bi omogočila hitrejšo in bolj enostavno diagnostično analizo.  
 
• Potrdili smo  hipotezo 3,  ki se  glasi: Izbrani  bolniki z  diagnozo idiopatične 
eritrocitoze imajo različice zaporedja DNA v genu EPAS1. 
Z mutacijsko analizo bolnikov smo ugotovili,  da imajo vsi štirje  bolniki  v 
analizirani regiji eksona  9  gena EPAS1 prisotni dve različici, c.C1035-7G 
(rs7557402) in c.C1249+151T (rs11678817). Vsi štirje  bolniki (B1,  B2,  B11 in 
B21) so  bili  homozigoti za alel  G (genotip  GG) na  mestu različice c.C1035-7G. 
Trije bolniki (B1, B2 in B11) so bili homozigoti za alel T (genotip TT) na mestu 
različice zaporedja c.C1249+151T, medtem  ko je  bil  bolnik B21  heterozigot 
(genotip  CT) na  mestu različice zaporedja c.C1249+151T.  Na  obeh lokusih je  bil 
sorodni  preiskovanec  kontrolne skupine (Z3)  heterozigot (genotipa  CG in  CT) za 
različici  nukleotidnega zaporedja,  nesorodni  preiskovanec pa je imel zaporedje  v 
skladu z referenčnim zaporedjem (genotip  CC). V drugih dveh izbranih regijah  v 
eksonih 12 in  16  gena EPAS1, nismo identificirali različic zaporedja  DNA  pri 
bolnikih in preiskovancih kontrolne skupine. 
 
• Za  opredelitev  vpliva identificiranih različic zaporedja  DNA c.C1035-7G 
(rs7557402) in c.C1249+151T (rs11678817) na  nastanek eritrocitoze,  bi 
potrebovali dodatne klinične raziskave na večjem številu bolnikov z eritrocitozo ter 
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študije in vitro vpliva spremembe zaporedja  na funkcijo  proteina  EPAS1.  Na 
podlagi rezultatov naše raziskave lahko le zaključimo,  da  genotipi analiziranih 
bolnikov ter zdravega  družinskega članu  na  mestih različic c.C1035-7G in 
c.C1249+151T, niso  v skladu z avtosomnim  dominantnim  dedovanjem  bolezni 
eritrocitoze iz  predhodnih  kliničnih študij.  Poleg tega je različica zaporedja 
c.C1035-7G v podatkovni zbirki ClinVar opredeljena kot neškodljiva. Nasprotno je 
v podatkovni zbirki  Ensembl  navedeno,  da se različica zaporedja c.C1035-7G 
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Eritrocitoza je  bolezensko stanje, opredeljeno s  povišanim številom eritrocitov in 
povečanim hematokritom ter hemoglobinom v krvi. Družinska eritrocitoza je redka oblika 
prirojene eritrocitoze, katere  vzrok so različice zaporedja  DNA v številnih  genih,  ki 
sodelujejo pri nastanku eritrocitov. Mednje uvrščamo tudi gene za s hipoksijo inducirane 
transkripcijske  dejavnike alfa (HIFA),  ki se  pojavljajo  v  obliki treh izoform:  HIF1A, 
EPAS1 in  HIF3A.  Pri  normalnih  koncentracijah  kisika  v telesu se  proteini  HIFA 
razgradijo,  medtem  ko so  pri  nizkih  koncentracijah  kisika stabilni in  po  dimerizaciji s 
podenoto HIF1B vplivajo na prepisovanje tarčnih genov. Pomemben tarčni gen je hormon 
eritropoetin (EPO), ki je glavni regulator nastajanja eritrocitov v telesu. Izmed treh izoform 
HIFA je v stimulacijo prepisovanja gena EPO vključena oblika EPAS1, poleg tega pa so 
različice zaporedja DNA v genu EPAS1 opredeljene kot vzročne za družinsko eritrocitozo 
tipa 4 (ECYT4). V sklopu magistrske naloge smo razvili diagnostični test za identifikacijo 
različic  v  genu EPAS1. V  prvem, in silico delu raziskave, smo s  pregledom literature in 
podatkovnih zbirk zbrali  vse  do sedaj  opisane različice zaporedja  DNA  v genih HIFA, 
povezane z eritrocitozo, lokacije različic pa primerjali z regulatornimi  mesti  proteina. 
Zbrali smo 12 različic v genu EPAS1 ter po dve različici v genih HIF1A in HIF3A. Deset 
različic  v eksonu  12 gena EPAS1 se  nahaja  na strnjenem  območju 27 bp (9 aa).  Vse 
različice  v eksonu  12  gena EPAS1 so 1-27  bp oddaljene od hidroksilacijskega  mesta ter 
vezavnega mesta za protein VHL in dokazano vplivajo na stabilnost in aktivnost proteina. 
Glede na lokacijo različic smo za nadaljnjo analizo izbrali tri kandidatne regije v eksonih 
9,  12 in  16  gena EPAS1. Z  namenom razvoja diagnostičnega testa smo  v drugem delu 
raziskave optimizirali reakcijo  PCR za  pomnoževanje izbranih regij  gena EPAS1 in z 
metodo  po  Sangerju  določili  nukleotidno zaporedje.  Z novo  vzpostavljeno diagnostično 
metodo smo analizirali  vzorce štirih  bolnikov z eritrocitozo  neznanega  vzroka in dveh 
preiskovancev  kontrolne skupine,  ki smo jih  pridobili ob sodelovanju s Specializiranim 
hematološkim laboratorijem  Kliničnega  oddelka za  hematologijo UKC  Ljubljana. S 
primerjavo nukleotidnih zaporedij bolnikov,  preiskovancev  kontrolne skupine in 
referenčne sekvence smo identificirali  dve različici c.C1035-7G (rs7557402) in 
c.C1249+151T (rs11678817) v analizirani regiji eksona  9,  medtem  ko  v  ostalih  dveh 
regijah (ekson 12 in 16) ni bilo prisotnih različic. Vsi štirje bolniki (B1, B2, B11 in B21) so 
bili homozigoti (GG) na mestu različice c.C1035-7G. Trije bolniki (B1, B2 in B11) so bili 
homozigoti (TT) na mestu različice c.C1249+151T, medtem ko je bil bolnik B21 na tem 
mestu  heterozigot (CT).  Na  obeh lokusih je  bil sorodni  preiskovanec  kontrolne skupine 
(Z3) heterozigot, nesorodni preiskovanec kontrolne skupine (Z2) pa je bil homozigot (CC). 
Različica c.C1035-7G se  nahaja  na izrezovalnem  mestu in ima  potencialen  vpliv  na 
funkcijo proteina, vendar glede na genotipe analiziranih bolnikov nobene od identificiranih 
različic  ne  moremo  povezati z avtosomnim  dominantnim  dedovanjem  bolezni. Za 
opredelitev  vpliva identificiranih različic zaporedja  DNA  na  nastanek eritrocitoze bi 
potrebovali dodatne raziskave. 
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Primerjava sekvence izbrane regije v eksonu 9 pri štirih bolnikih (B1, B2, B11, B21), dveh 
preiskovancih kontrolne skupine (Z2, Z3) in referenčnem zaporedju (Ref.; oznaka RefSeq 
ID NG_016000.1) 
 
Sekvence smo  primerjali z  orodjem za  poravnavo  več sekvenc  Clustal  Omega (Clustal 
Omega, 2017; Sievers in sod., 2011). Začetnih cca. 50 bp ni zanesljivih (označeni kot -), 
saj zaradi  prileganja začetnih  oligonukleotidov  niso sekvencirani  v smerni in  protismerni 
smeri sekvenčne reakcije.  Kot zanesljivo  določene  nukleotide štejemo le tiste,  ki so 
določeni v obe smeri in so torej dvakrat pokriti. Ujemanje nukeotidov je označeno s piko 





Ref        ----GCTATGAGGGTTTCCATGCATCTAGGGGAGCAGAATTTTTCTAGAAAATGTGGAAA 
Z2-F       ------------------------------------------------------------ 
Z2-R       ----........................................................ 
B1-F       -----------------------------------------------------....... 
B1-R       ----........................................................ 
B2-F       ------------------------------------------------------...... 
B2-R       ----.......--............................................... 
Z3-F       --------------------------------------------------.......... 
Z3-R       ----........................................................ 
B11-F      ---------------------------------------------------......... 
B11-R      ----........................................................ 
B21-F      --------------------------------------------------------.-.. 
B21-R      ----........................................................ 
                                                                   * ** 
 
Ref        GTCTGAATGGCTCTTTCCCCCCCATTAGTGAGATTGAGAAGAATGACGTGGTGTTCTCCA 
Z2-F       .....................C...................................... 
Z2-R       .....................C...................................... 
B1-F       .....................G...................................... 
B1-R       .....................G...................................... 
B2-F       .....................G...................................... 
B2-R       .....................G...................................... 
Z3-F       .....................C...................................... 
Z3-R       .....................G...................................... 
B11-F      .....................G...................................... 
B11-R      .....................G...................................... 
B21-F      .....................G...................................... 
B21-R      .....................G...................................... 
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(nadaljevanje priloge B) 
 
Ref        TGGACCAGACTGAATCCCTGTTCAAGCCCCACCTGATGGCCATGAACAGCATCTTTGATA 
Z2-F       ............................................................ 
Z2-R       ............................................................ 
B1-F       ............................................................ 
B1-R       ............................................................ 
B2-F       ............................................................ 
B2-R       ............................................................ 
Z3-F       ............................................................ 
Z3-R       ............................................................ 
B11-F      ............................................................ 
B11-R      ............................................................ 
B21-F      ............................................................ 
B21-R      ............................................................ 
           ************************************************************ 
 
Ref        GCAGTGGCAAGGGGGCTGTGTCTGAGAAGAGTAACTTCCTATTCACCAAGCTAAAGGAGG 
Z2-F       ............................................................ 
Z2-R       ............................................................ 
B1-F       ............................................................ 
B1-R       ............................................................ 
B2-F       ............................................................ 
B2-R       ............................................................ 
Z3-F       ............................................................ 
Z3-R       ............................................................ 
B11-F      ............................................................ 
B11-R      ............................................................ 
B21-F      ............................................................ 
B21-R      ............................................................ 
           ************************************************************ 
 
Ref        AGCCCGAGGAGCTGGCCCAGCTGGCTCCCACCCCAGGAGACGCCATCATCTCTCTGGATT 
Z2-F       ............................................................ 
Z2-R       ............................................................ 
B1-F       ............................................................ 
B1-R       ............................................................ 
B2-F       ............................................................ 
B2-R       ............................................................ 
Z3-F       ............................................................ 
Z3-R       ............................................................ 
B11-F      ............................................................ 
B11-R      ............................................................ 
B21-F      ............................................................ 
B21-R      ............................................................ 
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(nadaljevanje priloge B) 
 
Ref        TCGGTGGGTGCTTCTTAGCTAAGCCAGGCCCCTGGAACCCCGTTGGGGCTGGGAAGAGTT 
Z2-F       ............................................................ 
Z2-R       ............................................................ 
B1-F       ............................................................ 
B1-R       ............................................................ 
B2-F       ............................................................ 
B2-R       ............................................................ 
Z3-F       ............................................................ 
Z3-R       ............................................................ 
B11-F      ............................................................ 
B11-R      ............................................................ 
B21-F      ............................................................ 
B21-R      ............................................................ 
           ************************************************************ 
 
Ref        CTTACTATAACAGGCCTCCCTGGCTGCAGCTTTTTCTTAACCAGAGCTACCCCAGCCCCC 
Z2-F       ............................................................ 
Z2-R       ............................................................ 
B1-F       ............................................................ 
B1-R       ............................................................ 
B2-F       ............................................................ 
B2-R       ............................................................ 
Z3-F       ............................................................ 
Z3-R       ............................................................ 
B11-F      ............................................................ 
B11-R      ............................................................ 
B21-F      ............................................................ 
B21-R      ............................................................ 
           ************************************************************ 
 
Ref        CAAGTCTTGTTAATCACCTGTTAGAGGCCAGGCCCTGCTGAGCACAAAAGAACACCACAC 
Z2-F       .................................C.......................... 
Z2-R       .................................C.......................... 
B1-F       .................................T.......................... 
B1-R       .................................T.......................... 
B2-F       .................................T.......................... 
B2-R       .................................T.......................... 
Z3-F       .................................C.......................... 
Z3-R       .................................T......................---- 
B11-F      .................................T.......................... 
B11-R      .................................T.........................- 
B21-F      .................................C.......................... 
B21-R      .................................T..............------------ 
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(nadaljevanje priloge B) 
 
Ref        GCTCCTGCCCTGATAAGACCATCCCATATCCGACCTC 
Z2-F       ..................................... 
Z2-R       ------------------------------------- 
B1-F       ..................................... 
B1-R       ------------------------------------- 
B2-F       ..................................... 
B2-R       ------------------------------------- 
Z3-F       ..................................... 
Z3-R       ------------------------------------- 
B11-F      ..................................... 
B11-R      ------------------------------------- 
B21-F      ..................................... 












































Kristan A. Analiza genetske variabilnosti s hipoksijo induciranih .. dejavnikov pri družinski eritrocitozi 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018   
  




Referenčno zaporedje dela gena EPAS1 (med eksonom 8 in eksonom 16) - prikaz regij, ki 
smo jih sekvencirali (zeleno), delov kodirajoče regije oz. eksonov (krepki tisk) in lege ZO 
(sivo). 
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IZVLEČEK 
Redko  bolezen  eritrocitozo  opredeljuje  povečano število rdečih krvnih celic, povečan hemoglobin in  hematokrit. Hormon 
eritropoetin (EPO) je preko svojega receptorja EPOR glavni regulator pri proizvodnji rdečih krvnih celic v kostnem mozgu. 
Gen endotelne  PAS  domene (EPAS1) se  aktivira  ob  nizki vsebnosti kisika in sproži transkripcijo  eritropoetina.  V  pogojih z 
normalno količino kisika se EPAS1 razgradi z Von Hippel-Lindau tumor supresor (VHL) proteinom. Policitemija vera (PV) je 
najpogostejša oblika primarne eritrocitoze, zaradi pridobljene mutacije v Janus kinaza genu (JAK2). Primarne in sekundarne 
pridobljene oblike družinske eritrocitoze (DE) so povezane z različicami zaporedja v različnih genih, vključno z EPOR, EPO, 
VHL in EPAS1.  Zaradi heterogenega  genetskega  ozadja, so  potrebni  dodatni  diagnostični testi za  opredelitev vzrokov  pri 
slovenskih  bolnikih z  eritrocitozo.  Nedavno identificirane različice EPO gena povezane z DE, so trenutno v  procesu 
vključevanja v  diagnostične  postopke v Sloveniji.  V  naši študiji smo izvedli  mutacijsko  analizo za gena VHL in EPAS1, kot 
podlago za nov molekularno-genetski test pri JAK2 negativni eritrocitozi. Sekvencirali smo tri eksone VHL gena in en ekson 
EPAS1 gena. Prvotni rezultati niso pokazali različic zaporedja DNA, vendar je sekvenciranje dodatnih regij EPAS1 in VHL gena 
v teku. 
Ključne besede: Eritrocitoza, različica zaporedja DNA, EPO regulacija 
ABSTRACT 
Rare haematological disorder erythrocytosis is defined by increased red blood cel number, haemoglobin and haematocrit. 
Hormone erythropoietin (EPO) is the  main regulator  of red  blood cel  production via its receptor  EPOR in  bone  marrow. 
Erythropoietin transcription is  activated  by endothelial  PAS  domain (EPAS1) gene in low-oxygen conditions. In  normoxia, 
EPAS1 is rapidly  degraded  by  Von  Hippel-Lindau tumor suppressor (VHL) protein. Polycythemia vera (PV) is the  most 
common primary erythrocytosis due to acquired mutation in Janus kinase 2 (JAK2). Primary and secondary type of familial 
erythrocytosis (FE) is associated  with inherited variants in various  genes, including EPOR, EPO, VHL and EPAS1. Due to 
heterogenous  genetic  background, additional  diagnostic tests to characterize causes in Slovenian  patients  with 
erythrocytosis are needed. Recently, identified sequence variants of the EPO gene associated with FE are in the process of 
integration into diagnostic procedures in Slovenia. In our study we performed mutational analysis for VHL and EPAS1 genes 
as the basis for novel molecular-genetic test in JAK2 negative erythrocytosis. We sequenced three exons of VHL gene and 
one  exon  of EPAS1 gene. In this  preliminary study  we  did  not identify  polymorphisms.  The study is in  progress  and 
undergoing sequencing of additional gene regions.  





Kristan A. Analiza genetske variabilnosti s hipoksijo induciranih .. dejavnikov pri družinski eritrocitozi 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018   
  
   
 





















































Erythrocytosis is a heterogeneous group of disorders, caused by increased red blood cels 
(RBC)  production resulting in  elevated level  of  both,  haemoglobin (Hb)  and  haematocrit (Ht)1. 
Production  of  RBC is tightly regulated  by changes in  oxygen tension,  mainly through  hormone 
erythropoietin (EPO) and its receptor EPOR. Expression of EPO gene is regulated by hypoxia-inducible 
factors (HIFs)2, 3. Protein EPAS1 (endothelial PAS domain-containing protein 1, also known as HIF2A) 
is the main EPO regulator. Under normoxic conditions (21% O2), VHL-complex binds to EPAS1, leading 
to ubiquitination and subsequently EPAS1 degradation (Figure 1). On contrary, in hypoxia due to low 
oxygen conditions (e.g.  1%  O2)  association of  EPAS1 with  VHL  protein is  prohibited.  Consequently, 
EPAS1 accumulates and forms a stable dimer complex with beta subunit (HIF1B) , which activates a 
number of genes, including EPO2. 
 
 
Figure 1: Oxygen sensing by VHL complex. In normoxia (21% O2) EPAS1 is degraded, while in hypoxia 
(1% O2) EPAS1, through HIF complex, promotes the expression of genes that mediate the celular response to 
hypoxic conditions 
 
Familial erythrocytosis (FE) is a type of erythrocytosis with various genes variants. Primary 
FE is  associated  with variants in EPOR,  designated as familial erythrocytosis type 1 (ECYT1; OMIM 
#133100). Variants in globin genes and genes involved in oxygen-sensing pathway are  a causes for 
secondary type of FE4, 5. VHL variants are causative for familial erythrocytosis type 2 (ECYT2; OMIM 
#263400),  while EPAS1 variants for familial  erythrocytosis type  4 (ECYT4; OMIM #611783). Due to 
heterogenous  genetic  background of FE,  patients  need to  be screened for sequence variants in 
various  genes, with stil  many unidentified cause4. In  order to identify cause for  erythrocytosis 
symptoms in Slovenian patients with FE, researchers are establishing diagnostic tests for genes with 
known association to FE. In previous studies, two patients from Slovenian family with JAK2 negative 
erythrocytosis (exclusion  of  PV) were screened for sequence variants in EPO and EPOR genes. 
Variants  of the EPO gene  associated  with FE  were identified  and  are currently in the  process  of 
integration into diagnostic procedures for FE in Slovenia15. 
The  aim  of our study was to review past  analysis  on EPO and EPOR genes  and to extend 
diagnostic  procedures  and  develop  additional  diagnostic tests for VHL and EPAS1 genes variants. 
First,  we reviewed the literature  and  online  databases for  EPAS1  and  VHL variants  associated  with 
erythrocytosis. In second  part  we analysed patients  with FE  and  unafected controls for sequence 
variants in selected regions of VHL and EPAS1 genes.  
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MATERIAL AND METHODS 
Subjects and  healthy controls. The study  was conducted  on four patients  with idiopathic 
erythrocytosis (Figure 2). Al patients have elevated RBC, Ht and Hb, normal level of serum EPO and 
are  negative for  mutations in JAK2 (exclusion  of  PV). For reference sequence, two unafected 
controls  were included in the study;  a member  of afected family (C3) and healthy volunteer with 
normal RBC, Ht and Hb (designated C1). The study was  approved by local Ethical Commitee (NME 
115/08/15) and al subjects gave their informed consent. 
 
Figure 2: Family tree of families with FE involved in study. Legend: P - patients, C - healthy controls. 
In silico analysis  of EPAS1 and VHL structure  and  variants  associated  with  erythrocytosis. 
Information about EPAS1 and VHL sequence and variants in these genes were searched using genetic 
browser  Ensembl release  and  dbSNP  database  on  NCBI. Based  on the literature search  using VHL, 
EPAS1, hypoxia inducible factor 2, HIF2A, familial erythrocytosis, polymorphisms, sequence variants, 
elevated red  blood cel,  elevated  hematocrit and  elevated haemoglobin key  words,  we  obtained 
publications from  PubMed,  UniProt and GeneCards to acquire previously reported  associations 
between VHL or EPAS1 gene  and inherited erythrocytosis. Structure of  VHL and interactions sites 
were extracted from RCSB PDB, Nextprot, VHLdb, BioGrid and published literature. VHL variants were 
aligned to genomic regions of previously reported interaction sites, which enabled to determine the 
efect on the function. 
Isolation of DNA. Total leucocytes were isolated from peripheral blood. Genomic DNA was extracted 
from 1-2 107 cels by QIAamp DNA mini kit (Invitrogen). Total celular RNA was isolated from 1-2 107 
cels  with  Trizol (Invitrogen). Complementary  DNA (cDNA) synthesis  was  performed  with 
SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). 
Mutational analysis. Part of EPOR gene (exon 8), EPO (promotor, enhancer), EPAS1 (exon 9, 12 and 
16) and VHL (exons 1, 2 and 3) were amplified from cDNA or genomic DNA, using polymerase-chain-
reaction (PCR) assay with KAPA HiFi HotStart PCR Kit (KapaBiosystems). Primers for gene VHL were 
extracted from publication6, for EPAS1 colected from Primer DesignerTM Tool and for EPO and EPOR 
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PCR  products were cleaned  with ExoSAP-IT (Afymetrix)  or QIAquick PCR  Purification  Kit (Qiagene) 
and sequenced with Sanger DNA sequencing method (GATCBiotech). Sequences were analysed with 
Chromas (Technelysium) and  aligned with reference sequence using “Align Sequences  Nucleotide 
BLAST”7. Reference sequences:  HIF2A (RefseqGene  with ID  number  NG_016000.1)  and  VHL 
(RefseqGene with ID number NG_008212.3). 
 
RESULTS AND DISCUSSION  
VHL sequence structure  and  variants. Based on the current version of Ensembl browser transcript 
VHL-201 has 2003 sequence variants. Literature review revealed positive association between ECYT2 
and  20 sequence variants,  which  are spread throughout the  whole  protein (Figure  3)1, 4, 6, 8-10. 
Literature review showed four important interacting sites  on  VHL  gen that  are important for  VCB-
Cul2 complex formation (Figure 3). Variants on BC box (comprising amino acids 157 -170) and Cul box 
(comprising amino acids 175-190) could disrupt formation of complex11. From residue 91 to 113 VHL 
is interacting  with target  protein  HIF12. Interacting site from  100-155  was found to interact  with 
chaperons  Hsp70  and  Tric (TCP-1  Ring  Complex, also caled  CCT),  which role is correctly  biding  of 
target protein VHL13. Out of twenty variants, eleven are located in the validated interacting sites of 
studied proteins. Variants positioned out of interacting sites could also have phenotypic efect, since 
there  are cases  of FE  with variants  out  of interacting site.  Those can stil  alter the strict structural 
requirements to cause loss  of  VHL function14. Genotypes  of  patients  extracted from diverse, since 
disease can  be caused  by variant  only in  a single  VHL  alele, in  both  VHL  aleles  on the studies  are 
same locus or when combined with changes on two diferent locus aleles. Eight possible genotypes 
were found to  have  a variation  only in  one  alele (heterozygous SNV  genotype), five recorded 
genotypes  were found to  have the same variant  on  both  aleles (homozygous SNV  genotype)  and 
eleven  possible  genotypes  have two  diferent variants  on two locus (compound  heterozygous SNV 
genotype).  
 
Figure 3: Presentation of VHL nucleotide and protein sequence structure with protein biding sites, colected 
variants associated with FE and designed PCR and sequencing primers. Legend: HIF – Interacting site with 
protein HIF; CCT – interacting site with chaperons Tric/CCT and Hsp 70; BC box – interacting sites with Elongin C 
and Elongin B; Cul box – interacting site with Culin 2. 
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EPAS1 sequence structure and variants. Based on the current version of Ensembl browser transcript 
EPAS1-201  has  836 sequence variants. Literature review revealed positive  association  between FE 
and 12 sequence variants, which are located in exons 9, 12 and 16 2, 4, 5. Majority of variants (10 out 
of  12)  have  position in  exon  12.  Three variants in  exon  12 (p.M535V,  p.G537R,  p.G537W)  have  a 
reference SNP ID number (rs137853036, rs137853036, rs137853037) and have been confirmed as a 
cause for ECYT4 in  numerous studies.  Al variants in  patients  with FE discussed so far  are 
heterozygous, suggesting that  one  mutant  alele is suficient  enough to induce the  phenotype. 
Majority  of  missense substitutions (exon  12) in connection  with FE located  C-terminal to the 
posttranslational hydroxylation site Pro-531, which highlight critical role of residues in this direction 
of the sequence for proteins stability and activity (Figure 4)2. 
 
 
Figure  4: Presentation  of   EPAS1   nucleotide  and  protein sequence structure  with  domains  and 
posttranslational-modification sites, colected variants  associated  with FE (variants that  are confirmed  as  a 
cause for ECYT4 are indicated in red) and designed PCR and sequencing primers. 
Mutational  analysis  of EPO,  EPOR, EPAS1 and VHL genes. Amplification  and sequence analysis of 
target region of genes EPO, EPOR, VHL and EPAS1 performed until now is shown in Table 1. None of 
the four  patients  have variants in coding regions. EPO variant  was found in enhancer,  but was  not 
confirmed to  be associated  with FE15. Absence of sequence variants  was  also confirmed in two 
unafected individuals. Further mutational  analysis in  other two  exons  of EPAS1 gene and  on 
additional patients for EPO and EPOR genes is currently in progress.  
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Table 1: Genotypes determined by mutation analysis 
gene region P1 P2 P11 P21 C1 C3 
EPOR  ex 8 wt wt / / wt / 
EPO 5’ UTR wt wt / / wt / 
3’ UTR mut mut / / wt / 
VHL ex 1 wt wt wt wt wt wt 
ex 2 wt wt wt wt wt wt 
ex 3 wt wt wt wt wt wt 
EPAS1 ex 9 / / / / / / 
ex 12 / / / / / / 
ex 16 wt wt wt wt wt wt 
Legend: /: not tested or undergoing testing, mut: sequence variants found in gene, wt: absence of sequence variants 
 
Up to  now, we  analysed target regions  of four  genes involved in HIF pathway (EPO,  EPOR,  VHL, 
EPAS1) on four patients with JAK2 negative erythrocytosis in Slovenia and none of them had variants 
associated with FE. However, our findings could serve as a part of diagnostic procedures in patients 
with FE in Slovenia. To elucidate the cause of idiopathic erythrocytosis, further screening for variants 
in  HIF  pathway or  Hb is needed. As FE is rare  disease, only few  patients  were screened. In  aim to 
involve more patients, we are currently screen patients with JAK2 negative erythrocytosis in Slovenia. 
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